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Date d'expedition (jour/mois/annee) 
27 avril 1999 (27.04.99) 




Reference du dossier du deposant ou du mandataire 
BLOcp263/38P 


NOTIFICATION IMPORTANTE 


Demande internationale no 
PCT/FR99/00386 


Date du depot international (jour/mois/annee) 

19fevrier 1999 (19.02.99) 


Date de publication internationale (jour/mois/annee) 

Pas encore publiee 


Date de priorite Gour/mois/annee) 
20 fevrier 1998 (20.02.98) 


Deposant 

COMMISSARIAT A L'ENERGIE ATOMIQUE etc 



1. La date de reception (sauf lorsque les lettres "NR" figurent dans la colonne de droite) par le Bureau international du ou des 
documents de priorite correspondant a la ou aux demandes enumerees ci-apres est notifiee au deposant Sauf indication 
contraire consistant en un asterisque figurant a cote d'une date de reception, ou les lettres "NR", dans la colonne de droite, 
le document de priorite en question a ete presente ou transmis au Bureau international d'une maniere conforme a la 
regie 17.1. a) ou b). 

2. Ce formulaire met a jour et remplace toute notification relative a la presentation ou a la transmission du document de priorite 
qui a ete envoyee precedemment. 

3. Un asterisque(*) figurant a cote d'une date de reception dans la colonne de droite signale un document de priorite presente 
ou transmis au Bureau international mais de maniere non conforme a la regie 17.1. a) ou b). Dans ce cas, Inattention du 
deposant est appelee sur la regie 1 7.1 .c) qui stipule qu'aucun office designe ne peut decider de ne pas tenir compte de la 
revendication de priorite avant d'avoir donne au deposant la possibility de remettre le document de pnonte dans un delai 
raisonnable en f'espece. 

4. Les lettres "NR" figurant dans la colonne de droite signalent un document de priorite que le Bureau international n'a pas 
recu ou que le deposant n'a pas demande a I'office recepteur de preparer et de transmettre au Bureau international, 
conformement a la regie 17.1.a) ou b), respectivement. Dans ce cas, ('attention du deposant est appelee sur la regie 17.1. c) 
qui stipule qu'aucun office designe ne peut decider de ne pas tenir compte de la revendication de priorite avant d'avoir donne 
au deposant la possibility de remettre le document de priorite dans un delai raisonnable en Tespece. 



Date de priorite 



Demande de priorite n 



20 fevr 1 998 (20.02.98) 98/02071 
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13avri 1999 (13.04.99) 



Bureau international de I'OMPI 
34, chemin des Colombettes 
121 1 Geneve 20, Suisse 



no de telecopieur (41-22) 740.14.35 



Fonctionnaire autori: 



S. Baharlou 

no de telephone (41-22) 338.83.38 
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ORES, Beatrice 

Cabinet Ores — 
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Date d* expedition (jour/mois/annee) 
26 aout 1999 (26.08.99) 




Reference du dossier du deposant ou du mandataire 
BLOcp263/38P 


AVIS IMPORTANT 


Demande Internationale no 
PCT/FR99/00386 


Date du depot international (jour/mois/annee) 
19fevrier 1999 (19.02.99) 


Date de priorite (jour/mois/annee) 

20 fevrier 1998 (20.02.98) 


Deposant 

COMMISSARIAT A L'ENERGIE ATOMIQUE etc 



1. II est notifie par la presente qu'a la date indiquee ci-dessus comme date d'expedition de cet avis, le Bureau international a 
communique, comme le prevoit I'article 20, ta demande internationale aux offices designes suivants: 

EP,JP,US 



Conformement a la regie 47.1. c), trotsieme phrase, ces offices acceptent le present avis comme preuve determinante 
du fait que la communication de la demande internationale a bien eu lieu a la date d'expedition indiquee plus haut, et le 
deposant n'est pas tenu de remettre de copie de la demande internationale a Toffice ou aux offices designes. 

2. Les offices designes suivants ont renonce a I'exigence selon laquelle cette communication doit etre effectuee a cette date: 
CA 



La communication sera effectuee seulement sur demande de ces offices. De plus, le deposant n'est pas tenu de remettre 
de copie de la demande internationale aux offices en question (regie 49.1 )a-bis)). 

3. Le present avis est accompagne d'une copie de la demande internationale publiee par le Bureau international le 
26 aout 1999 (26.08.99) sous le numero WO 99/42128 

RAPPEL CONCERNANT LE CHAPITRE II (article 31.2)a) et regie 54.2) 

Si le deposant souhaite reporter Couverture de la phase nationale jusqu'a 30 mois (ou plus pour ce qui concerne certains 
offices) a compter de la date de priorite, la demande d'examen preliminaire international doit etre presentee a 
('administration competente chargee de I'examen preliminaire international avant I'expiration d'un delai de 19 mois a 
compter de la date de priorite. 

II appartient exclusivement au deposant de veiller au respect du delai de 19 mois. 

II est a noter que seul un deposant qui est ressortissant d'un Etat contractant du PCT lie par le chapitre II ou qui y a son 
domicile peut presenter une demande d'examen preliminaire international. 

RAPPEL CONCERNANT L'OUVERTURE DE LA PHASE NATIONALE (article 22 ou 39.1)) 

Si le deposant souhaite que la demande internationale procede en phase nationale, il doit, dans le delai de 20 mois ou 
de 30 mois, ou plus pour ce qui concerne certains offices, accompiir les actes mentionnes dans ces dispositions aupres 
de chaque office designe ou elu. 

Pour d'autres informations importantes concernant les delais et les actes a accompiir pour I'ouverture de la phase 
nationale, voir I'annexe du formulaire PCT/IB/301 (Notification de la reception de I'exemplaire original) et le volume II 
du Guide du deposant du PCT. 



Bureau international de I'OMPI 


Fonctionnaire autorise 


34, chemin des Colombettes 


J. Zahra \ 


121 1 Geneve 20, Suisse 


no de teiecopieur (41-22) 740.14.35 


no de telephone (41-22) 338.83.38 
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RAPPORT D'EXAMEN PRELIMINAIRE INTERNATIONAL 

(article 36 et regie 70 du PCT) 



Reference du dossier du deposant ou du 
mandataire 

BLOcp263/38P 


voir la notification de transmission du rapport d'examen 
POUR SUITE A DONNER preliminaire international (formulaire PCT/IPEA/416) 


Demande Internationale n° 
PCT/FR99/00386 


Date du depot international (jour/mois/ann$e) 
19/02/1999 


Date de priorite (jour/mois/ann&e) 
20/02/1998 


Classification internationaJe des brevets (CIB] 
A61K39/00 


ou a la fois classification nationale et CIB 


Deposant 

COMMISSARIAT A L'ENERGIE ATOMIQUE et al. 



1 . Le present rapport d'examen preliminaire international, 6tabli par l'administaration chargee de I'examen preliminaire 
international, est transmis au deposant conformement a ('article 36. 

2. Ce RAPPORT comprend 1 1 feuilles, y compris la presente feuille de couverture. 

□ II est accompagne d'ANNEXES, c'est-a-dire de feuilles de la description, des revendications ou des dessins qui ont 
ete modifiees et qui serve nt de base au present rapport ou de feuilles contenant des rectifications faites aupres de 
('administration chargee de I'examen preliminaire international (voir la regie 70.16 et Instruction 607 des Instructions 
administratives du PCT). 

Ces annexes comprennent feuilles. 



3. Le present rapport contient des indications relatives aux points suivants: 
I E3 Base du rapport 



Absence de formulation d'opinion quant a la nouveaute, I'activrt6 inventive et la possibility 
d'application industrielle 

Absence d'unite de I'invention 

Declaration motiv6e selon Particle 35(2) quant a la nouveaute, I'actrvite inventive et la possibilite 
d'application industrielle; citations et explications a I'appui de cette declaration 



Observations relatives a la demande Internationale 



II 
III 


□ 


IV 


□ 


V 




VI 


□ 


VII 


IS 


VIII 


H 



Date de presentation de la demande d'examen preliminaire 
Internationale 

04/09/1999 


Date d'achevement du present rapport 
25.05.2000 


Norn et adresse postale de ('administration chargee de 
I'examen preliminaire international: 

^ Office europeen des brevets 
Om D " 80298 Munich 
C^ 7 T6I. +49 89 2399 - 0 Tx: 523656 epmu d 
Fax: +49 89 2399 - 4465 


Fonctionnaire autoris^ /^^^^\ 
Wagner, R (f )) 

N° de telephone +49 89 2399 7357 ^SsssS^ 



Formulaire PCT/IPEA/409 (feuille de couverture) (janvier 1994) 
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RAPPORT D'EXAMEN 
PRELIMINAIRE INTERNATIONAL 



Demande intemationale n° PCT/FR99/00386 



I. Bas du rapp rt 

1 . Ce rapport a ete redige sur la base des elements ci-apres (les feuilles de remplacement qui ont ete remises a 
/'office recepteur en reponse a une invitation faite conformement a /'article 14 sont considerees, dans le present 
rapport, comme "initialement deposees" et ne sont pas jointes en annexe au rapport puisqu'eiies ne contiennent 
pas de modifications.) : 

Description, pages: 

1-25 version initiate 

Revendications, N°: 

1-13 version initiate 

Dessins, feuilles: 

1/11-11/11 version initiate 



2. Les modifications ont entraine I'annulation : 

□ de la description, pages : 

□ des revendications, n os : 

□ des dessins, feuilles : 

3. □ Le present rapport a ete formule abstraction faite (de certaines) des modifications, qui ont ete considerees 

comme allant au-del& de I'expose de I'invention tel qu'il a 6X6 depose, comme il est indiqu6 ci-apres 
(regie 70.2(c)) : 



4. Observations complementaires, le cas echeant 



III. Absence de formulation d'opinion quant a la nouveaute, Tactivite inventive et la possibility d applicati n 
industrielle 

La question de savoir si I'objet de I'invention revendiquee semble etre nouveau, impliquer une activrte 
inventive (ne pas etre evident) ou etre susceptible d'application industrielle n'a pas ete examinee pour 
ce qui conceme : 

□ I'ensemble de la demande international . 
E3 les revendications n os 1 1 . 



Fonmulaire PCT/I PEA/409 (cadres I- VIII, feuille 1) (Janvier 1994) 
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Demands intemationale n° PCT/FR 99/00386 



parce que : 

la demande intemationale, ou les revendications n os 11 en ce qui conceme I'applicabilite industriefle en 
question, se rapportent a I'objet suivant, a regard duquel I'administration chargee de I'examen preliminaire 
international n'est pas tenue effectuer un examen preliminaire international {precise/) : 

voir feuille separee 

□ la description, les revendications ou les dessins (en indiquerles elements ci-dessous), ou les revendications 
n os en question ne sont pas clairs, de sorte qu'il n'est pas possible de formuler une opinion valable 
(precise!) : 



□ les revendications, ou les revendications n os en question, ne sefondent pas de fagon adequate sur la 
description, de sorte qu'il n'est pas possible de formuler une opinion valable. 

□ il n'a pas ete etabli de rapport de recherche intemationale pour les revendications n os en question. 



V. Declaration motivee selon I'article 35(2) quant a la nouveaute, I'activite inventive et la possibilite 
d'application industrielle; citations et explications a I'appui de cette declaration 

1. Declaration 



Nouveaute 


Oui : 


Revendications 


1-4, 6-7,11, 




Non : 


Revendications 


5, 8-10, 12-13 


Activite inventive 


Oui : 


Revendications 


1-3 




Non : 


Revendications 


4-13 


Possibilite d'application industrielle 


Oui : 


Revendications 


1-10 




Non : 


Revendications 


12-13 



2. Citations et explications 
voir feuille separee 

VII. Irregularites dans la demande intemationale 

Les irregularites suivantes, concemant la forme ou le contenu de la demande intemationale, ont 6t6 constat£es : 
voir feuille separee 



Formulaire PCT/IPEA/409 (cadres I- VIII, feuille 2) (janvier 1994) 
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Demande international n° PCT/FR99/00386 



VIII. Obs rvati ns r latives a la d mand internati nale 

L s observations suivantes sont faites au sujet de ta clarte des revendications, de la description et des dessins 
et de la question de savoir si les revendications se fondent entierement sur la description : 

voir feuille separee 
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RAPPORT D'EXAMEN Demand© intemationale n° PCT/FR 99/00386 
PRELIMINAIRE INTERNATIONAL - FEUILLE SEPAREE 



Concernant le point III 

Absence de formulation d'opinion quant a la nouveaute, I'activite inventive et la 
possibility d'application industrielle 

La presente Administration considere que I'objet de la revendication 1 1 est vise par 
les dispositions de la regie 67.1 (iv) PCT. C'est pourquoi il ne sera pas em is d'opinion 
quant a la question de savoir si I'objet de cette revendication est susceptible 
d'application industrielle (article 34(4)a)i) PCT). 



Concernant le point V 

Declaration motivee selon I'article 35(2) PCT quant a la nouveaute, I'activite inventive 
et la possibility d'application industrielle; citations et explications a I'appui de cette 
declaration 



1 . II est fait reference aux documents suivants: 

D1: MOREAU ET AL: Transcrits differentiels du gene du CMH' COMPTES RENDUS 
DES SEANCES DE L'ACADEMIE DES SCIENCES SERIE III: SCIENCES DE LA 
VIE, vol. 318, 1 janvier 1995, pages 837-842, XP002086257 cite dans la demande 

D2: Y. YANG ET AL: 'EXPRESSION OF HLA-G IN HUMAN MONONUCLEAR 

PHAGOCYTES AND SELECTIVE INDUCTION BY IFN-GAMMA* THE JOURNAL 
OF IMMUNOLOGY, vol. 1 56, 1 996, pages 4224-4231 . 

D3: ROUAS ET AL: The alphal domain of HLA-G 1 and HLA-G2 inhibits cytotoxicity 
induced by natural killer cells: is HLA - G the public ligand for natural killer cell 
inhibitory receptors?' PROCEEDINGS OF THE NATIONAL ACADEMY OF 
SCIENCES OF USA, vol. 94, 1 mai 1997, pages 5249-5254, cite dans la 
demande. 

D4: P.PAUL ET AL.: 'HLA-G EXPRESSION IN MELANOMA: A WAY FOR TUMOR 
CELLS TO ESCAPE FROM IMMUNOSURVEILLANCE* PROCEEDINGS OF 



Formulaire PCT/Feuille s6par6e/409 (feuille 1) (OEB-avril 1997) 
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PRELIMINAIRE INTERNATIONAL - FEUILLE SEPAREE 



NATURAL ACADEMY OF SCIENCES, USA, vol. 95, avril 1998, pages 4510- 
4515. 

D5: WO 96 31604 A (UNIV CALIFORNIA) 10 octobre 1996 



2. La revendication 1 est dirigee vers une methode d'etablissement du profil de 
transcription HLA-G d'une tumeur solide en vue de la selection d'un traitment. 
L'objet de la revendication est nouveau (Article 33(2) PCT) car Petat de la 
technique ne decrit pas de methode relative a une tumeur solide. Le document 
D1, qui est considere comme Petat de la technique le plus proche, decrit (cf. 
pages 838 et 839, materiel et methodes) une methode d'etablissement du profil 
de transcription HLA-G basee sur Pextraction de PARN de cellules du foetus 
humain, suivie de la transcription inverse et de Pamplification par des amorces 
specifiques de HLA-G (D1, tableau I). Les fragments obtenus sont analyses par 
electrophorese et permettent d'identifier le profil de transcription HLA-G des 
cellules foetales. D'apres la description (page 16, lignes 17-21) les amorces 
utilisees sont decrites dans Petat de la technique. II est evident pour Phomme du 
metier que la methode decrite par D1 peut etre adaptee a d'autres tissus mais 
Petat de la technique ne donne pas dedication que les HLA-G sont exprimes sur 
les tumeurs solides et qu'ils y jouent aussi un role dans la protection des cellules 
malignes contre la lyse par les cellules NK. Par consequence Pobjet de la 
revendication implique une activite inventive (Article 33(3) PCT). 

3. La revendication 2 est nouvelle (Article 33(2) PCT) parce qu'une methode 
d'etablissement du profil d'expression HLA-G pour une tumeur solide n'a pas ete 
decrite dans Petat de la technique. Le document D2, qui est considere comme 
Petat de la technique le plus proche, decrit (cf. pages 4225, materiel et methodes) 
une methode immunohistochimique permettant la detection de Pexpression de 
Pantigene HLA-G sur des cellules cytrophoblastiques par Panticorps monoclonal 
87G. D'apres la description (page 25, ligne 2) Panticorps 16G1 permettant la 
detection de la proteine HLA-G soluble etait connu au moment de la soumission 
du present dossier. II est evident pour Phomme du metier que la methode decrite 
dans D2 peut etre adaptee a d'autres types de cellules humaines mais Petat de la 
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Demande internationals n° PCT/FR99/00386 
FEUILLE SEPAREE 



technique ne donne pas Vindication que les HLA-G sont exprimes sur les tumeurs 
solides et qu'ils y jouent aussi un role dans la protection des cellules malignes 
contre la lyse par les cellules NK. Par consequence I'objet de la revendication 
implique une activite inventive (Article 33(3) PCT). 

4. La revendication 3 a pour objet une methode d'etablissement du profil 
d'expression HLA-G d'une tumeur solide par immunoprecipitation. Cette methode 
est nouvelle parce qu'elle n'a pas ete decrite prealablement pour une tumeur 
solide. Le document D3, qui est considere comme I'etat de la technique le plus 
proche, decrit (cf. pages 5250, deuxieme colonne, deuxieme alinea) une methode 
de detection des antigenes HLA-G1 et HLA-G2 par immunoprecipitation effectuee 
sur des cellules transformees par transfection et exprimant HLA-G1 ou HLA-G2. II 
est evident pour I'homme du metier que la methode decrite dans D3 peut etre 
adaptee a d'autres types de cellules humaines mais I'etat de la technique ne 
donne pas dedication que les HLA-G sont exprimes sur les tumeurs solides et 
qu'ils y jouent aussi un role dans la protection des cellules malignes contre la lyse 
par les cellules NK. Par consequence I'objet de la revendication implique une 
activite inventive (Article 33(3) PCT). 

5. L'objet de la revendication 4 n'apparatt pas dans le premier document de priorite 
(FR 98 02071, 20.02.1998) par consequence le document D4 publie le 
15.04.1998 et done avant le deuxieme document de priorite (FR 98 09470, 
24.07.98) fait partie de I'etat de la technique concernant la revendication 4 
(directives V-2 et regie 64.1 PCT). L'objet de la revendication 4 est nouveau 
(article 33(2) PCT) parce qu'une methode de selection de facteurs de regulation 
effectuee sur des cellules tumorales mises en culture primaire ne fait pas partie 
de I'etat de la technique. Le document D2, qui est considere comme I'etat de la 
technique le plus proche, decrit (cf. pages 4225, materiel et methodes) une 
methode immunocytochimique qui permet de detecter 1'expression des HLA-G sur 
des cellules tumorales (cellules de lymphome histiocytaire - U937, CRL 1593) 
apres culture des cellules en presence de cytokines. Les resultats obtenus dans 
D2 montrent que rinterferon-[SPEC0807] induit I'expression des HLA-G. En 
considerant les donnes de D4 decrivant le role joue par les HLA-G dans les 
melanomes ii est evident pour I'homme du metier d'utiliser la methode decrite par 
D2 pour cribler des facteurs potentiels inhibant I'expression des antigenes HLA-G. 
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L'objet de la revendication 4 n'implique done pas d'activite inventive (article 33(3) 
PCT). 

6. L'objet de la revendication 5 n'est pas nouveau (article 33(2) PCT) parce qu'il 
comprend comme caracteristique principale I'antigene HLA-G5 soluble, dont la 
sequence est connue (D1 , figure 1) et qui peut etre am pi if ie par une paire 
d'amorces decrites dans D1 (page 839, tableau I). Meme si l'objet de la 
revendication etait nouveau, il n'impliquerait pas une activite inventive parce qu'un 
effet protecteur en tant que vaccin, effet sur la base duquel il aurait pu etre verifie 
qu'il irnplique une activite inventive, n'a pas ete montre dans la demande. 

7. L'objet de la revendication 6 est nouveau (article 33(2) PCT) car des cellules 
tumorales exprimant une isoforme HLA-G et etant modifiees de maniere a induire 
la production d'anticorps anti HLA-G, ne sont pas decrites dans I'etat de la 
technique. Ni un effet deduction de la production d'anticorps par des cellules 
modifiees, ni un effet protecteur en tant que vaccin des dites cellules modifiees, 
n'a ete montre dans la demande. Ces effets represented les effets techniques 
particuliers sur la base desquels il aurait pu etre verifie que l'objet irnplique une 
activite inventive. En I'absence de ces effets il a done lieu de considerer que 
l'objet de la revendication 6, n'implique pas une activite inventive (article 33(3) 
PCT). 

8. En presumant que les "proteines appropriees" aient pour but de favoriser la 
formation d'anticorps contre I'antigene HLA-G (voir alinea 18), la caracteristique 
supplemental re apportee au vaccin par la revendication dependante 7 ne confere 
pas une activite inventive (article 33(3) PCT) au vaccin car Paccouplement de 
proteines appropriees a un antigene afin d'augmenter I'immunogenicite de 
I'antigene est bien connu par I'homme du metier. 

9. La revendication 8 est dirigee vers une composition caracterisee par la presence 
d'anticorps anti-HLA-G. Comme des anticorps anti-HLA-G font partie de I'etat de 
la technique (D2, page 4225, deuxieme colonne, troisieme alinea; D5, 
revendication 10; D3, page 5250, deuxieme colonne, troisieme alinea) l'objet de 
ladite revendication n'est pas nouveau (article 33(2) PCT). 
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10. La revendication 9 est dirigee vers une composition caracterisee par la presence 
d'un facteur de regulation de la transcription et/ou de I'expression des HLA-G. 
Comme la description indique entre autre I'interleukine 10, facteur bien connu par 
rhomme du metier, en tant que facteur de regulation, I'objet de la revendication 8 
n'est pas nouveau (article 33(2) PCT). 

11. L'objet de la revendication 10 n'est pas nouveau (article 33(2) PCT) pour la meme 
raison que pour la revendication 9. D'apres la description, un des facteurs de 
regulation obtenus a ('aide de la methode selon la revendication 4 est 
I'interleukine 10. 

12. L'objet de la revendication 1 1 est nouveau (article 33(2) PCT) parce qu'un produit 
contenant un anticorps anti-HLA-G et des facteurs de regulation de I'expression 
des HLA-G ne fait pas partie de I'etat de la technique. L'utilisation des anticorps 
anti-HLA-G dans le traitement des tumeurs n'est pas inventive (voir plus haut- 
alinea 9) et un effet de synergie par une administration simultanee de facteurs de 
regulations (qui peuvent aussi augmenter I'expression de HLA-G) , sur la base 
duquel il aurait pu etre verifie que les produits combines impliquent une activite 
inventive, n'a pas ete demontre dans la presente demande. II a done lieu de 
considerer que l'objet de la revendication 1 1 n'implique pas une activite inventive 
(article 33(3) PCT). 

II n'existe pas de critere unifie dans les Etats parties au PCT pour determiner si la 
revendication 1 1 est susceptible d'application industrielle. La brevetabilite peut 
aussi dependre de la maniere dont les revendications ont ete formulees. Ainsi, 
POffice europeen des brevets ne considere pas comme susceptible duplication 
industrielle I'objet de revendications d'utilisation d'un compose a des fins 
medicales. Par contre, peuvent etre acceptees des revendications relatives a un 
compose connu, pour une premiere utilisation a des fins medicales ainsi que des 
revendications relatives a I'utilisation d'un tel compose dans la fabrication d'un 
medicament en vue d'un nouveau traitement medical. 

13. L'objet de la revendication 12 n'est pas compris dans les documents de priorite. 
Le document D5 (publie en avril 1998) fait done parti de I'etat de la technique en 
ce qui concerne cette revendication (directives V-2 et regie 64.1 PCT). L'objet de 
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ladite revendication n'est pas nouveau (article 33(2) PCT) parce que D5 decrit un 
modele d'etude de la transcription (page 4512, figure 1) et de I'expression (page 
4515, figure 4) des HLA-G utilisant des lignees cellulaires de melanomes M74, 
IGR et M8. 

14. La revendication 13 doit etre interpretee comme methode de dosage de la forme 
soluble d'HLA-G apte a etre utilisee pour la surveillance de revolution d'une 
tumeur. L'objet de cette revendication n'est pas nouveau (article 33(2) PCT) car le 
dosage de la forme soluble d'HLA-G a ete decrit dans D5 (revendication 20). En 
plus il faut remarquer qu'une correlation entre la presence d'HLA-G soluble dans 
les serums et la dissemination de la tumeur n'a pas ete montree dans cette 
demande . En absence de cette correlation, qui represente I'effet technique 
particulier sur la base duquel il aurait pu etre verifie que l'objet implique une 
activite inventive, il faut considerer que Pobjet de la revendication 13 n'implique 
pas une activite inventive (article 33(3) PCT). 



Concernant le point VII 

Irregularis dans la demande internationale 

15. Les formulations vagues et generates utilisees dans la description (page 25, 
dernier paragraphe) visent a elargir I'etendue de la protection de fagon vague et 
non precisement definie (regie 9.1 (i.v) PCT, directives C-lll 4.3a.) et doivent etre 
en levees. 

16. La description n'indique pas de mode de realisation comportant un exemple pour 
les revendications 2, 4-1 1 , 13 (regie 5.1 (a)(v)). 

Concernant le point VIII 

Observations relatives a la demande internationale 

17. L'objet de la revendications 2 n'est pas suffisamment expose (article 5 PCT) pour 
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permettre a rhomme du metier d'etablir un profil complet de Pexpression du HLA- 
G sur coupe histologique parce que les anticorps disponibles ne permettent pas la 
distinction de tous les antigenes HLA-G1 a HLA-G5. Les anticorps decrits dans la 
demande semblent uniquement permettre de faire une distinction entre 
Pexpression de HLA-G en general et la forme soluble de PHLA-G. 

1 8. La partie (vi) de la revendication 4 n'est pas claire (article 6 PCT) parce qu'elle 
n'indique pas clairement qu'il s'agit d'un traitement in vitro. De surcroTt le terme 
"reponse anti-tumorale" n'est pas clair dans le contexte d'un test in vitro. 

19. Les revendications 5-7 ne sont pas suffisamment exposees (article 5 PCT) pour 
permettre a rhomme du metier de produire un vaccin antitumoral. L'administration 
d'un antigene provoquant la production d'anticorps n 'entralne pas 
necessairement une protection de Porganisme. 

20. La revendication 7 n'est pas claire (article 6 PCT) parce que Pexpression "proteine 
appropriee" est trap vague. 

21. La revendication 9 n'est pas claire (article 6 PCT) parce que Pexpression "facteur 
de regulation" est vague. L'objet des revendications 9 et 1 1 n'est pas 
suffisamment expose (article 5 PCT), car la presente demande ne permet pas a 
Phomme du metier de determiner quels facteurs de la liste tres generale, donnee 
dans la description (page 10, Iignes9-13), pourrait etre utilise pour realiser 
Pinvention. 

22. L'objet de la revendication 10 n'est pas suffisamment expose (article 5 PCT), car 
la presente demande ne permet pas a Phomme du metier de determiner quels 
acides nucleiques anti-sens, ni quels inhibiteurs hormonaux parmi le tres grand 
nombre de molecules definies par ces categories, pourraient etre utilise pour 
realiser Pinvention. 

23. L'objet de la revendication 13 n'est pas suffisamment supportee par la description 
(article 6 PCT), car la presente demande ne montre pas de correlation entre la 
presence d'HLA-G soluble dans les serums et la dissemination de la tumeur. 
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I. Basis of the report 



1 . This report has been drawn on the basis of {Replacement sheets which have been furnished to the receiving Office in response to an invitation 
under Article 1 4 are referred to in this report as 'originally filed" and are not annexed to the report since they do not contain amendments ). 

| | the international application as originally filed. 

the description, pages ^25 9 ^ originally filed, 

P a S es , filed with the demand, 

Pages , filed with the letter of 

P a g e s __ , filed with the letter of 



^ the claims, 



Nos. 
Nos. 
Nos. 
Nos. 
Nos. 



1-13 



, as originally filed, 

, as amended under Article 19, 

, filed with the demand, 

, filed with the letter of 

, filed with the letter of 



the drawings, 



sheets/fig 
sheets/fig 
sheets/fig 
sheets/fig 



1/11-11/11 



. , as originally filed, 
. , filed with the demand, 
, , filed with the letter of 
, filed with the letter of 



2. The amendments have resulted in the cancellation of 

□ 

the description, pages 

□ 

the claims, Nos. 



□ 

the drawings, sheets/fig 



3 Q This report has been established as if (some of) the amendments had not been made, since they have been considered 
to go beyond the disclosure as filed, as indicated in the Supplemental Box (Rule 70.2(c)). 



4. Additional observations, if necessary: 
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HI. Non-establishment of opinion with regard to novelty, inventive step and industrial applicability 



The questions whether the claimed invention appears to be novel, to involve an inventive step (to be non obvious), or to be 
industrially applicable have not been examined in respect of: 

the entire international application, 

claims Nos. 

because: 

□ the said international application, or the said claims Nos. 
relate to the following subject matter which does not require an international preliminary examination (specify): 



□ the description, claims or drawings (indicate particular elements below) or said claims Nos. 
are so unclear that no meaningfulopinion could be formed (specify): 



□ the claims, or said claims Nos. 
by the description that no meaningful opinion could be formed. 

| | no international search report has been established for said claims Nos. 



. are so inadequately supported 
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Supplemental Box 

(To be used when the space in any of the preceding boxes is not sufficient) 



Continuation of: III. 



The present Authority considers that the subject matter 
of claim 11 is covered by the provisions of PCT Rule 
67.1(iv). For this reason, no opinion will be given on 
the question of whether the subject matter of this claim 
is industrially applicable (PCT Article 34 ( 4 ) (a ) ( i ) ) . 
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V. Reasoned statement under Article 35(2) with regard to novelty, inventive step or industrial applicability; 
citations and explanations supporting such statement 



1 . Statement 

Novelty (N) 

Inventive step (IS) 
Industrial applicability (IA) 



Claims 
Claims 

Claims 
Claims 

Claims 
Claims 



1-4, 6, 7, 11 



5, 8-10, 12, 13 



1-3 



4-13 



1-10 



12, 13 



YES 
NO 
YES 
NO 

YES 
NO 



Citations and explanations 

1- Reference is made to the following documents: 

Dl: MOREAU ET AL . : 'Transcrits dif f erentiels du gene 
du CMH' COMPTES RENDUS DES SEANCES DE L'ACADEMIE DES 
SCIENCES SERIE III: SCIENCES DE LA VIE, vol. 318, 1 
January 1995, pages 837-842, XP002086257, cited in 
the application 

D2: Y. YANG ET AL . : 'EXPRESSION OF HLA-G IN HUMAN 
MONONUCLEAR PHAGOCYTES AND SELECTIVE INDUCTION BY 
I FN -GAMMA' THE JOURNAL OF IMMUNOLOGY, vol. 156, 
1996, pages 4224-4231 

D3: ROUAS ET AL : 'The alphal domain of HLA-G1 and 
HLA-G2 inhibits cytotoxicity induced by natural 
killer cells: is HLA-G the public ligand for natural 
killer cell inhibitory receptors?' PROCEEDINGS OF 
THE NATIONAL ACADEMY OF SCIENCES OF USA, vol. 94, 1 
May 1997, pages 5249-5254, cited in the application 
D4 : P. PAUL ET AL.: "HLA-G EXPRESSION IN MELANOMA: A 
WAY FOR TUMOR CELLS TO ESCAPE FROM 

IMMUNOSURVEILLANCE' , PROCEEDINGS OF NATURAL ACADEMY 
OF SCIENCES, USA, vol. 95, April 1998, pages 4510- 
4515. 

D5: WO 96 31604 A (UNIV CALIFORNIA) 10 October 1996 



Form PCT/IPEA/409 (Box VII) (January 1994) 



THIS RAGE BLANK 



(USPTO) 



INTERNATIONAL PRELIMINARY EXAMINATION REPORT 



International application No. 
PCT/FR 99/00386 



2. Claim 1 relates to a method for establishing the 

HLA-G transcription profile of a solid tumour with a 
view to selecting a treatment. The subject matter of 
the claim is novel (PCT Article 33(2)) since the 
prior art does not describe a method relating to a 
solid tumour. Document Dl, which is considered to be 
the closest prior art, describes (cf. pages 838 and 
839, material and methods) a method for establishing 
the HLA-G transcription profile based on the 
extraction of RNA from human foetal cells, followed 
by reverse transcription and amplification by HLA-G- 
specific primers (Dl, table 1) . The resulting 
fragments are analysed by electrophoresis and enable 
identification of the foetal cell HLA-G 
transcription profile. According to the description 
(page 16, lines 17-21), the primers used are 
described in the prior art. It is obvious to persons 
skilled in the art that the method described in Dl 
can be used with other tissues, but the prior art 
provides no indication that HLA-Gs are expressed on 
solid tumours and that they are also involved in 
protecting malignant cells from lysis by NK cells 
therein. Therefore, the subject matter of the claim 
involves an inventive step (PCT Article 33(3)). 

3. Claim 2 is novel (PCT Article 33(2)) because a 

method for establishing the HLA-G expression profile 
of a solid tumour is not described in the prior art. 
Document D2, which is considered to be the closest 
prior art, describes (cf. page 4225, material and 
methods) an immunohistochemical method enabling 
detection of the expression of antigen HLA-G on 
cytotrophoblastic cells by monoclonal antibody 87G. 
According to the description (page 25, line2), 
antibody 16G1 enabling soluble HLA-G protein 
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detection was known at the time the present 
application was filed. It is obvious to persons 
skilled in the art that the method described in D2 
can be used with other types of human cells, but the 
prior art provides no indication that HLA-Gs are 
expressed on solid tumours and that they are also 
involved in protecting malignant cells from lysis by 
NK cells therein. Therefore, the subject matter of 
the claim involves an inventive step (PCT Article 
33 (3) ) . 

4. Claim 3 relates to a method for establishing the 
HLA-G expression profile of a solid tumour by 
immunoprecipitation. The method is novel because it 
has not been previously described in connection with 
a solid tumour. Document D3, which is considered to 
be the closest prior art, describes (cf. page 5250, 
second column, second paragraph) a method for 
detecting antigens HLA-G1 and HLA-G2 by 
immunoprecipitation on cells transformed by 
transfection and expressing HLA-G1 or HLA-G2 . It is 
obvious to persons skilled in the art that the 
method described in D2 can be used with other types 
of human cells, but the prior art provides no 
indication that HLA-Gs are expressed on solid 
tumours and that they are also involved in 
protecting malignant cells from lysis by NK cells 
therein. Therefore, the subject matter of the claim 
involves an inventive step (PCT Article 33(3)). 

5. The subject matter of claim 4 is not included in the 
first priority document (FR 98 02071, 20.02.1998). 
Therefore, document D4 published on 15.04.1998, i.e. 
before the second priority document (FR 98 09470, 
24.07.98), is part of the prior art relevant to 
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claim 4 (PCT Guidelines V-2 and Rule 64.1). The 
subject matter of claim 4 is novel (PCT Article 
33(2)) because a regulatory factor selection method 
performed on tumour cells in primary culture is not 
part of the prior art. Document D2, which is 
considered to be the closest prior art, describes 
(cf . page 4225, material and methods) an 
immunocytochemical method enabling detection of the 
expression of HLA-Gs on tumour cells (hystiocytic 
lymphoma cells - U937, CRL 1593) following culture 
of the cells in the presence of cytokines. The 
results achieved in D2 show that interferon-y 
induces HLA-G expression. Bearing in mind the data 
of D4 describing the part played by HLA-Gs in 
melanomas, it is obvious for a person skilled in the 
art to use the method described in D2 to screen 
potential factors inhibiting the expression of HLA-G 
antigens. Therefore, the subject matter of claim 4 
does not involve an inventive step (PCT Article 
33 (3) ) . 

6. The subject matter of claim 5 is not novel (PCT 
Article 33(2)) because it includes, as the main 
feature, the soluble HLA-G5 antigen of which the 
sequence is known (Dl, figure 1) and which can be 
amplified by a pair of primers described in Dl (page 
839, table I) . Even if the subject matter of the 
claim were novel, it would not involve an inventive 
step because a protective effect as a vaccine, on 
the basis of which the presence of an inventive step 
could have been verified, has not been demonstrated 
in the application. 

7. The subject matter of claim 6 is novel (PCT Article 
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33(2)) since tumour cells expressing an HLA-G 
isoform and modified in such a way that they induce 
anti-HLA-G antibody production are not described in 
the prior art. Neither an effect of inducing 
antibody production by modified cells nor a 
protective effect as a vaccine of said modified 
cells has been demonstrated in the application. Said 
effects are the special technical effects on the 
basis of which the presence of an inventive step in 
the subject matter of the claim could have been 
verified. In the absence of such effects, the 
subject matter of claim 6 is not considered to 
involve an inventive step (PCT Article 33(3)). 

8. Assuming that the purpose of the "suitable proteins" 
is to promote the formation of antibodies to antigen 
HLA-G (see paragraph 18), the additional feature 
contributed to the vaccine by dependent claim 7 do 
not impart an inventive step (PCT Article 33(3)) to 
the vaccine, since binding suitable proteins to an 
antigen in order to increase the immunogenicity of 
the antigen is well known to persons skilled in the 
art. 

9. Claim 8 relates to a composition characterised by 
the presence of antibodies to HLA-G. Since 
antibodies to HLA-G are part of the prior art (D2, 
page 4225, second column, third paragraph; D5, claim 
10; D3, page 5250, second column, third paragraph), 
the subject matter of said claim is not novel (PCT 
Article 33 (2) ) . 



10, 



Claim 9 relates to a composition characterised by 
the presence of an HLA-G transcription and/or 
expression regulatory factor. Since the description 
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indicates, inter alia, interleukin 10, a factor well 
known to persons skilled in the art, as the 
regulatory factor, the subject matter of claim 8 is 
not novel (PCT Article 33(2)). 

11. The subject matter of claim 10 is not novel (PCT 
Article 33(2)) for the same reason as claim 9. 
According to the description, one of the regulatory 
factors obtained by means of the method of claim 4 
is interleukin 10. 

12. The subject matter of claim 11 is novel (PCT Article 
33(2)) because a product containing an antibody to 
HLA-G and HLA-G expression regulatory factors is not 
part of the prior art. The use of antibodies to HLA- 
G for treating tumours is not inventive (see above - 
paragraph 9) , and no synergistic effect resulting 
from the simultaneous delivery of regulatory factors 
(which can also increase HLA-G expression) , on the 
basis of which the presence of an inventive step in 
the combined products could have been verified, has 
been demonstrated in the present application. 
Therefore, the subject matter of claim 11 cannot be 
considered to involve an inventive step (PCT Article 
33(3)). 

There are no uniform criteria in the PCT for 
determining whether claim 11 is industrially 
applicable. Patentability may also be dependent on 
the way in which the claims are worded. Therefore, 
the European Patent Office does not consider the 
subject matter of use claims relating to the medical 
use of a compound to be industrially applicable. 
However, claims relating to a known compound, for a 
first medical use, can be accepted, as can claims 
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relating to the use of such a compound for producing 
a drug with a view to a novel medical treatment. 

13. The subject matter of claim 12 is not found in the 
priority documents. Therefore, document D5 
(published in April 1998) is part of the prior art 
relevant to said claim (PCT Guidelines V-2 and Rule 
64.1). The subject matter of said claim is not novel 
(PCT Article 33(2)) because D5 describes a 
transcription study model (page 4512, figure 1) and 
an expression study model (page 4515, figure 4) for 
HLA-Gs using ceil lines of melanomas M74, IGR and 

M8 . 

14. Claim 13 should be interpreted as being a method for 
assaying the soluble form of HLA-G useful for 
monitoring the development of a tumour. The subject 
matter of the claim is not novel (PCT Article 33(2)) 
since assaying the soluble form of HLA-G has already 
b een described in D5 (claim 20) . Furthermore, it 
should be noted that a correlation between the 
presence of soluble HLA-G in sera and the 
dissemination of the tumour has not been 
demonstrated in the present application. In the 
absence of such a correlation, which is the special 
technical effect on the basis of which the presence 
of an inventive step in the subject matter of the 
claim could have been verified, the subject matter 
of claim 13 cannot be considered to involve an 
inventive step (PCT Article 33(3)). 
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VII. Certain defects in the international application 

The following defects in the form or contents of the international application have been noted: 

1. The vague and general wording used in the 
description (page 25, last paragraph) are intended 
to expand the scope of protection in a vague and 
not precisely defined manner (PCT Rule 9,1 (iv) , 
Guidelines C-III, 4.3a) and should be excised. 

2. No embodiment comprising an example for claims 2, 
4-11 and 13 has been indicated in the description 
(PCT Rule 5.1(a) (v) ) . 
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VIII. Certain observations on the international application 



The following observations on the clarity of the claims, description, and drawings or on the question whether the claims are fully 
supported by the description, are made: 

1. The subject matter of claim 2 has not been 
sufficiently disclosed (PCT Article 5) to enable a 
person skilled in the art to establish a complete 
HLA-G expression profile on a histological cut 
because the available antibodies do not enable all 
of antigens HLA-G 1 to HLA-G5 to be differentiated. 
The antibodies described in the application merely 
appear to enable the expression of HLA-G in general 
to be differentiated from the soluble form of HLA-G. 

2. Part (vi) of claim 4 is unclear (PCT Article 6) 
because it does not clearly indicate that the 
treatment is performed in vivo. What is more, the 
term "anti-tumour response" is unclear in the 
context of an in vitro test. 

3. Claims 5-7 have not been sufficiently disclosed (PCT 
Article 5) to enable a person skilled in the art to 
produce an anti-tumour vaccine. The delivery of an 
antigen that causes antibody production does not 
necessarily lead to protection of the body. 

4. Claim 7 is unclear (PCT Article 6) because the 
expression "suitable protein" is too vague. 

5. Claim 9 is unclear (PCT Article 6) because the term 
"regulatory factor" is vague. The subject matter of 
claims 9 and 11 has not been sufficiently disclosed 
(PCT Article 5) since the present application does 
not enable a person skilled in the art to determine 
which factors in the very general list given in the 
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prevents the HLA-G activity of said tumours and the uses thereof. Said method enable to establish either the HLA-G transcription profile 
of a solid tumour or the HLA-G expression profile of a solid tumour. The method for establishing the HLA-G transcription profile consists 
in: (i) drawing a tumoral sample; (ii) extracting the mRNA; (iii) reverse transcription (RT) of said RNA; (iv) successive or simultaneous 
amplification of the cDNA's obtained in (iii) in the presence of primers specific to each HLA-G isoform and analysing the resulting 
amplification products, by electrophoresis and/or specific hybridisation and (v) establishing said sample HLA-G transcription profile. The 
method for establishing the HLA-G expression profile consists in: (i) drawing a tumoral sample; (ii) optionally marking said sample cells; 
(iii) carrying out a lysis of the cells; (iv) contacting said cells which have been subjected to lysis with different antibodies directed against 
the class I HLA-G antigens, to form, optionally HLA-G isoform/antibodies complexes; and (v) establishing said sample HLA-G expression 
profile by detecting the complexes formed in step (iv). 
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MEthode de sdlection de tumeurs solides exprimant HLA-G, sensibles a un traitement anticanc6reux, qui inhibe ou prEvient Tactivite* 
HLA-G desdites tumeurs solides et ses applications. Ladite m6thode permet d'&ablir soit le profil de transcription HLA-G d'une tumeur 
solide, soit le profil d'expression HLA-G d'une tumeur solide. La m&hode d'&ablissement du profil de transcription HLA-G comprend: (i) 
le pnSlevement d'un echantillon tumoral; (ii) l'extraction de l'ARNm; (iii) la transcription inverse (RT) dudit ARN; (iv) les amplifications 
successives ou concomitantes des ADNc obtenus en (iii), en prdsence d'amorces spEcifiques de chaque isoforme d'HLA— G et l'analyse des 
produits d'amplification obtenus, par eMectrophorfcse et/ou hybridation sp&rifique et (v) r&ablissement du profil de transcription HLA-G 
dudit Echantillon. La mdthode d'Etablissement du profil d'expression HLA-G comprend: le pr&evement d'un echantillon tumoral, (ii) 
Eventuellement le marquage des cellules dudit Echantillon, (iii) la lyse des cellules, (iv) la mise en contact des cellules lysees avec diffSrents 
anticorps dirigds contre les antigenes HLA de classe I, pour former, Eventuellement des complexes isoforme d*HLA-G/anti corps et (v) 
l'Etablissement du profil d'expression HLA-G dudit echantillon, par detection des complexes form6s a l'dtape (iv). 
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METHODE DE SELECTION DE TUMEXJRS EXPRIMANT HLA-G, 
SENSIBLES A UN TRAITEMENT ANTICANCEREUX ET SES 
APPLICATIONS. 

La presente invention est relative a une methode de selection de 
tumeurs solides sensibles a un traitement anticancereux, qui inhibe ou previent 
l'activite HLA-G desdites tumeurs solides et ses applications. 

Les antigenes du complexe majeur d'histocompatibilite (CMH), se 
divisent en plusieurs classes, les antigenes de classe I (HLA-A, HLA-B et HLA-C) qui 
presentent 3 domaines globulaires (ccl, a2 et a3), et dont le domaine a3 est associe a 
la B2 microglobulin, les antigenes de classe II (HLA-DP, HLA-DQ et HLA-DR) et 
les antigenes de classe III (complement). 

Les antigenes de classe I comprennent, outre les antigenes precites, 
d'autres antigenes, dits antigenes de classe I non classiques, et notamment les anti- 
genes HLA-E, HLA-F et HLA-G ; ce dernier, en particulier, est exprime par les 
trophoblastes extravilleux du placenta humain normal et les cellules epitheliales 
thymiques. 

La sequence du gene HLA-G (gene HLA-6.0) a ete decrite par 
GERAGHTY et al., (Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 1987, 84, 9145-9149) : il comprend 
4396 paires de bases et presente une organisation intron/exon homologue a celle des 
genes HLA-A, -B et -C. De maniere plus precise, ce gene comprend 8 exons, 7 introns 
et une extremite non traduite 3' ; les 8 exons correspondent respectivement a : exon 1 : 
sequence signal, exon 2 : domaine extracellulaire al, exon 3 : domaine extracellulaire 
a2, exon 4 : domaine extracellulaire a3, exon 5 : region transmembranaire, exon 6 : 
domaine cytoplasmique I, exon 7 : domaine cytoplasmique II (non traduit), exon 8 : 
domaine cytoplasmique III (non traduit) et region 3* non traduite (GERAGHTY et al., 
precite; ELLIS et al., J. Immunol., 1990, 144, 731-735 ; KIRSZENBAUM M. et al., 
Oncogeny of hematopoiesis. Aplastic anemia Eds. E. Gluckman. L. Coulombel, Col- 
loque INSERM/John Libbey Eurotext Ltd). Toutefois le gene HLA-G differe des au- 
tres genes de classe I, en ce que le codon de terminaison de traduction, en phase, est 
localise au niveau du deuxieme codon de Texon 6 ; en consequence, la region cyto- 
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plasmique de la proteine codee par ce gene HLA-6.0 est considerablement plus courte 
que celle des regions cytoplasmiques des proteines HLA-A, -B et -C. 

Ces antigenes HLA-G sont essentiellement exprimes par les cellules 
cytotrophoblastiques du placenta et sont consideres comme jouant un role dans la 
5 protection du foetus (absence de rejet par la mere). En outre, dans la mesure ou l'anti- 
gene HLA-G est monomorphique, il peut egalement etre implique dans la croissance 
ou la fonction des cellules placentaires (KOVATS et al., Science, 1990, 248 , 220- 
223). 

D'autres recherches concemant cet antigene non classique de classe I 
10 (ISHITANI et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 1992, 89, 3947-3951) ont montre que le 
transcrit primaire du gene HLA-G peut etre episse de plusieurs manieres et produit au 
moins 3 ARNm matures distincts : le transcrit primaire d'HLA-G fournit une copie 
complete (Gl) de 1 200 pb, un fragment de 900 pb (G2) et un fragment de 600 pb 
(G3). 

15 Le transcrit Gl ne comprend pas I'exon 7 et correspond a la 

sequence decrite par ELLIS et al. (precite), c'est-a-dire qu'il code une proteine qui 
comprend une sequence leader, trois domaines externes, une region transmembranaire 
et une sequence cytoplasmique. L'ARNm G2 ne comprend pas I'exon 3, c'est-a-dire 
qu'il code une proteine dans laquelle les domaines al et a3 sont directement joints ; 

20 l'ARNm G3 ne contient ni I'exon 3, ni l'exon 4, c'est-a-dire qu'il code une proteine 
dans laquelle le domaine al et la sequence transmembranaire sont directement joints. 

L'epissage qui prevaut pour 1'obtention de Tantigene HLA-G2 
entraine la jonction d'une adenine (A) (provenant du domaine codant al) avec une 
sequence AC (issue du domaine codant a3), ce qui entraine la creation d ! un codon 

25 AAC (asparagine) a la place du codon GAC (acide aspartique), rencontre au debut de 
la sequence codant le domaine a3 dans HLA-G 1. 

L'epissage genere pour 1'obtention de HLA-G3 n'entraine pas la for- 
mation d'un nouveau codon dans la zone d'epissage. 

Les Auteurs de cet article ont egalement analyse les differentes pro- 

30 teines exprimees : les 3 ARNm sont traduits en proteine dans la lignee cellulaire 
.221-G. 
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Certains des Inventeurs ont montre Texistence d'autres formes epis- 
sees d'ARNm d'HLA-G : le transcrit HLA-G4, qui n'inclut pas l'exon 4 ; le transcrit 
HLA-G5, qui inclut l'intron 4, entre les exons 4 et 5, provoquant ainsi une modifica- 
tion du cadre de lecture, lors de la traduction de ce transcrit et en particulier 

5 l'apparition d'un codon stop, apres l'acide amine 21 de l'intron 4 ; et le transcrit HLA- 
G6, possedant l'intron 4, mais ayant perdu l'exon 3 (KIRSZENBAUM M. et al., Proc. 
Natl. Acad. Sci. USA, 1994, 91, 4209-4213 ; Demande Europeenne EP 0 677 582 ; 
KIRSZENBAUM M. et al., Human Immunol., 1995, 43, 237-241 ; MOREAU P. et al., 
Human Immunol. 1995, 43, 231-236) ; ils ont egalement montre que ces differents 

10 transcrits sont exprimes dans plusieurs types de cellules humaines foetales et adultes, 
notamment dans ies lymphocytes (KIRSZENBAUM M. et al., Human Immunol., 
1995, precite ; MOREAU P. et al., Human Immunol. 1995, precite). 

Certains des Inventeurs ont egalement montre que les cellules NK 
n'expriment aucun transcrit HLA-G (TEYSSIER M. et al., Nat. Immunol., 1995, 14, 

15 262-270 ; MOREAU P. et al., Human Immunol., 1997, 52, 41-46). 

II existe done au moins 6 ARNms HLA-G differents qui codent 
potentiellement 6 isoformes proteiques d'HLA-G, dont 4 membranaires (HLA-G 1, 
G2, G3 et G4) et 2 solubles (G5, G6). 

Bien que le foetus puisse etre considere comme une semiallogreffe, 

20 les cellules foetales survivent et ne sont pas rejetees par la mere ; il est apparu que les 
molecules HLA-G, exprimees a la surface des trophoblastes protegent les cellules 
foetales de la lyse par les cellules natural killer (NK) maternelles de la decidua uterine 
et du sang peripherique (CAROSELLA E.D. et al., C.R. Acad. Sci., 318, 827-830 ; 
CAROSELLA E.D. et al ; Immunol. Today, 1996, 407-409 ; ROUAS-FREISS N. et 

25 al., PNAS, 1 997, 94, 5249-5254). 

Des etudes anterieures ont montre que l'expression des molecules 
HLA-G a la surface de cellules cibles transfectees permet de proteger lesdites cellules 
cibles de l'activite lytique des cellules NK de la couche deciduale de l'endometre 
maternel (CHUMBLEY G. et al.. Cell Immunol., 1994, 155, 312-322 ; DENIZ G. et 

30 al., J. Immunol., 1994, 152, 4255-4261 ; ROUAS-FREISS N. et al., Proc. Natl. Acad. 
Sci., 1997, 94, 5249-5254). II est a noter que ces cellules cibles sont obtenues par 
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transfection avec des vecteurs comprenant soit l'ADN genomique de HLA-G, gene- 
rant potentiellement tous les transcrits alternatifs, soit avec des vecteurs contenant les 
ADNc HLA-G 1 et HLA-G2 codant les isoformes proteiques HLA-G 1 et HLA-G2 
(Demande de Brevet Europeen n° 0 677 582 et Demande PCT/FR98/00333). 

Les cellules NK expriment des recepteurs des molecules du CMH de 
classe I {killer inhibitory receptors ou KIR ou NKJR pour recepteurs inhibiteurs NK), 
qui sont responsables de F inhibition de la cytotoxicity lorsque ces molecules HLA, 
agissant comme ligands, sont reconnues par ces recepteurs ; par exemple, 
N. ROUAS-FREISS et al. (Proc. Natl. Acad. Sci., 1997, 94, 5249-5254) ont montre 
que 1'expression de HLA-G protegeait de la lyse, les cellules cibles K562 (lignee 
cellulaire erythroleucemique humaine), transfectees par les isoformes HLA-G1 et G2. 
Ces cellules sont habituellement sensibles aux cellules NK. 

Ces resultats attestent du role fondamental de la molecule HLA-G en 
tant qu'antigene d'immunotolerance. Ces resultats ont ete elargis a 1'ensemble des 
isoformes membranaires. Les ADNc codant pour les isoformes HLA-G 1, G2 5 G3, G4 
exprimes apres transfection dans differents types cellulaires, en particulier, les cellules 
K562 et les cellules tumorales M8 transfectees inhibent les fonctions cytotoxiques NK 
et CTL. 

Compte tenu du role important que peut jouer la molecule HLA-G, 
les Inventeurs, poursuivant leurs travaux ont plus particulierement etudies les cellules 
tumorales et se sont notamment donnes pour but de pourvoir a des outils de selection 
des tumeurs solides sensibles a un traitement qui inhibe les antigenes HLA-G, presents 
notamment sur certaines tumeurs. 

La presente invention a pour objet une methode d'etablissement du 
profil de transcription HLA-G d'une tumeur solide en vue de la selection d'un traite- 
ment adapte a ladite tumeur et/ou en vue de la surveillance de 1'evolution de ladite 
tumeur, caracterisee en ce qu'elle comprend : 

(i) le prelevement d'un echantillon tumoral ; 

(ii) Textraction de FARNm, a partir dudit echantillon ; on peut utili- 
ser notamment, une methode modifiee de Chomczynski et Sacchi, en utilisant le 
reactif RNA NOW (Ozyme, France) ; 



FEUILLE DE REMPLACEMENT <REGLE 26) 



WO 99/42128 PCT/FR99/00386 

5 

(iii) la transcription inverse (RT) dudit ARN ; 

(iv) les amplifications successives ou concomitantes des ADNc 
obtenus en (iii), en presence d'amorces specifiques de chaque isoforme d'HLA-G et 
Fanalyse des produits d' amplification obtenus, par electrophorese et/ou hybridation 

5 specifique et 

(v) Tetablissement du profil de transcription HLA-G dudit echan- 

tillon. 

De maniere preferee, les transcriptions inverses sont amorcees avec 
des oligo-dT sur de l'ARNm, prealablement denature, par exemple a 65°C, en 
10 presence d'une transcriptase inverse, telle que la transcriptase inverse M-MLV 
(Gibco-BRL, Life technologies). 

Egalement de maniere preferee, V amplification des ADNc est reali- 



see par polymerisation en chaine (PCR), en utilisant des amorces specifiques des 
differentes isoformes d'HLA-G, conformement aux Tableaux suivants : 



Amorces 


Sequences nucleotidiques 


Temperatures 
d'hybridation 
(°C) 


Isoformes 
amplifiees 


G.257 
G3.U 


5 ' -GG AAG AGG AG AC ACGGAAC A 
5 '-GGCTGGTCTCTGC AC AAAGAG A 


61 


G1,G2, G3, 
G4, G5, G6 


G.526 
G3.U 


5 ' -CC AATGTGGCTG AAC AAAGG 
5 ' -GGCTGGTCTCTGC AC AAAG AG A 


61 


G1,G4, G5 


G.-3-4 
G3.U 


5 ' - ACC AG AGCGAGGCC AAGC AG 
5'-GGCTGGTCTCTGCACAAAGAGA 


65 


G3 


G.-3 
G3.U 


5'-ACCAGAGCGAGGCCAACCCC 
5 ' -GGCTGGTCTCTGC AC AAAG AGA 


65 


G2, G6 


G.-3 
G.i4b 


5'-ACCAGAGCGAGGCCAACCCC 
5 ' - AAAGGAGGTG AAGGTGAGGG 


61 


G6 


G.526 
G.i4b 


5 ' -CC AATGTGGCTG AAC AAAGG 
5 ' - AAAGG AGGTG AAGGTGAGGG 


61 


G5 



15 
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Sondes 


Sequences nucleotidiques 


Temperatures 
d' hybridation 
(°C) 


Isoformes 
detectees 


GR 


5 ' -GGTCTGC AGGTTC ATTCTGTC 


60 


HLA-G 1, G2, 
G3, G4, G5, G6 






oU 


HLA-(_rl , 
G2,G5, G6 


G.I4F 


GAGGCATCATGTCTGTTAGG 


55 


HLA-G5, G6 


G.927 F 


5 ' - ATC ATGGGTATCGTTGCTGG 


55 


HLA-G1, G2, 
G3, G4, G5 et 
G6 



Les Inventeurs ont trouve, de maniere surprenante, qu'au moins 
certaines tumeurs solides expriment Tantigene HLA-G et ont montre que cet antigene 
5 HLA-G joue un role fonctionnel dans la protection des cellules tumorales (tumeurs 
solides) de la destruction par les cellules NK. lis ont en outre montre la presence 
effective de certaines des isoformes d'HLA-G a la surface desdites cellules tumorales. 

Toutefois, egalement de maniere surprenante, selon les lignees 
tumorales, le profil HLA-G (transcrits et proteines) sera different. 
10 Par exemple, dans certaines lignees de melanome, on peut observer 

la presence des isoformes HLA-G2/G4 et G3, qui protegent ces lignees de la lyse 
cellulaire induite par les cellules NK, comme le fait Tisoforme HLA-G 1, dans d'autres 
lignees. 

Dans d'autres lignees, 1'ensemble des transcrits HLA-G sont 
15 detectes. La forme proteique HLA-G 1 est detectee par immunofluorescence avec un 
anticorps anti-HLA-G et inhibe la lyse NK. 

L' analyse de biopsies de patients atteints de melanomes revele un 
taux de transcrits eleve HLA-G dans certaines tumeurs (primitives et metastases) 
associe a une forte expression de la proteine HLA-G 1 detectable en immunohisto- 
20 chimie sur coupes congelees avec un anticorps anti-HLA-G 1 . 

Cette transcription et expression elevee HLA-G est specifique du 
tissu tumoral et n'est pas detectee dans le tissu sain. 
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Dans certains melanomes, on observe une dissociation de la trans- 
cription des isoformes solubles (G5) et membranaires. L'analyse des patients revele 4 
profils de transcription et d' expression HLA-G. 



Profils de 
transcription 


Formes membranaires Formes solubles 
HLA-G 1, G2, G3, G4 


Profil 1 
2 
3 
4 


++ 

++ 

+4- ++ 



L'expression de la proteine soluble est detectee en immunohisto- 
chimie sur les patients presentant le profil P4. 

La presente invention a egalement pour objet une methode 
d'etablissement du profil d'expression HLA-G d'une tumeur solide, en vue de la 
10 selection d'un traitement adapte a ladite tumeur et/ou en vue de la surveillance de 
1'evolution de ladite tumeur, caracterisee en ce qu'elle comprend : 

(i) le prelevement d'un echantillon tumoral, 

(ii) la preparation d'une coupe histologique a partir dudit echan- 
tillon, 

15 (iii) le marquage des cellules de Techantillon obtenu en (ii) avec des 

anticorps specifiques d'isoformes membranaires et solubles HLA-G, et 

(iv) l'etablissement du profil d'expression HLA-G dudit echantillon, 
par detection des cellules marquees. 

La presente invention a egalement pour objet une methode 
20 d'etablissement du profil d'expression HLA-G d'une tumeur solide, en vue de la 
selection d'un traitement adapte a ladite tumeur et/ou en vue de la surveillance de 
revolution de ladite tumeur, caracterisee en ce qu'elle comprend : 

(i) le prelevement d'un echantillon tumoral, 

(ii) eventuellement le marquage des cellules dudit echantillon, 
25 (iii) la lyse des cellules, 
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(iv) la mise en contact des cellules lysees avec differents anticorps 
diriges contre les antigenes HLA de classe I, pour former, eventuellement des 
complexes isoforme d'HLA-G/anticorps, et 

(v) Fetablissement du profil d'expression HLA-G dudit echantillon, 
5 par detection des complexes formes a Fetape (iv). 

De maniere preferee, a Fetape (iv), on obtient des immunoprecipites, 
qui sont separes, a l'etape (v) par electrophorese, transferes sur membrane et detectes. 

Conformement a F invention, lesdits anticorps sont de preference des 
anticorps monoclonaux. 
10 La recherche d'une expression des HLA-G par certaines cellules 

tumorales et/ou des cellules infiltrant la tumeur (macrophages, cellules dendritiques) 
permet de mieux evaluer le type de traitement potentiellement efficace. 

En effet, la connaissance du profil de transcription de 1' expression 
HLA-G d'une tumeur solide est cruciale pour choisir le meilleur traitement possible et 
15 suivre F evolution de la tumeur en fonction dudit traitement. 

La presente invention a egalement pour objet une methode de selec- 
tion de facteurs de regulation de la transcription et/ou de Fexpression des HLA-G par 
des cellules tumorales (inhibition), laquelle methode est caracterisee en ce qu'elle 
comprend : 

20 (i) le prelevement d'un echantillon tumoral, 

(ii) Fisolement des cellules tumorales a partir dudit echantillon, 

(iii) la mise en culture primaire des cellules tumorales obtenues en 

(ii), 

(iv) Faddition de la substance a tester, 

25 (v) la visualisation de Feffet obtenu par Fetablissement du profil de 

transcription et/ou d'expression HLA-G desdites cellules tumorales apres traitement 
avec ladite substance a tester, et 

(vi) le test in viwo de Feffet du traitement sur la reponse anti- 
tumorale (reponses NK et CTL). 

30 De maniere avantageuse, les lignees cellulaires derivees des biopsies 

permettent d'evaluer la sensibilite a un traitement in vitro, de determiner les agents 
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susceptibles de reduire l'expression HLA-G (outil de criblage) dans l'objectif de reta- 
blir une meilleure reponse antitumorale, dans le cas de cellules tumorales HLA-G 
positives. 

De telles cellules servent avantageusement de modele d' etude de la 
5 transcription et/ou de l'expression des HLA-G. 

La presente invention a egalement pour objet une methode de 
surveillance de revolution d'une tumeur exprimant HLA-G, caracterisee en ce qu'elle 
comprend le dosage de la forme soluble d'HLA-G dans les serums de patients, en tant 
que facteur pronostic de la dissemination tumorale ou de la capacite d'une tumeur a 
10 former des metastases. 

Ledit dosage est de preference realise par une methode immuno- 
logique conventionnelle, mettant en oeuvre des anticorps anti-HLA-G soluble. 

La presente invention a egalement pour objet un vaccin anti-tumoral, 
apte a etre utilise dans les tumeurs solides exprimant au moins une isoforme d'HLA- 
15 G, caracterise en ce qu'il est selectionne dans le groupe constitue par des cellules 
tumorales autologues ou un antigene HLA-G5 soluble ou un fragment de celui-ci ; de 
tels vaccins induisent la formation de lymphocytes T cytotoxiques, specifiques de 
tumeurs et d' anticorps anti-HLA-G. 

Lorsque ledit vaccin est constitue de cellules autologues (notamment 
20 des cellules tumorales de Tindividu a traiter exprimant au moins une isoforme d'HLA- 
G), lesdites cellules sont de preference modifiees de maniere a induire effectivement la 
production d'anticorps anti-HLA-G. Les cellules sont par exemple soumises a un 
traitement au cholesterol ou a un traitement hyperbare. 

De maniere avantageuse, ledit antigene HLA-G soluble ou un 
25 fragment de celui-ci est couple a une proteine appropriee et eventuellernent associe a 
un adjuvant tel que Fhydroxyde d'aluminium ou le phosphate de calcium. 

Ledit vaccin est de preference administre par voie sous-cutanee ou 

intra-dermique. 

La presente invention a egalement pour objet une composition anti- 
30 tumorale, apte a etre utilisee dans des tumeurs solides exprimant au moins une iso- 
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forme d'HLA-G, caracterisee en ce qu'elle est essentiellement constituee d'anticorps 
anti-HLA-G (immunotherapie passive). 

La presente invention a egalement pour objet une composition anti- 
tumorale, apte a etre utilisee dans des tumeurs solides exprimant au moins une iso- 
5 forme d'HLA-G, caracterisee en ce qu'elle est essentiellement constituee par au moins 
un facteur de regulation de la transcription et/ou de 1' expression des HLA-G. 

Selon un mode de realisation avantageux de ladite composition, ledit 
facteur de regulation est selectionne dans le groupe constitue par les facteurs de regu- 
lation obtenus a 1'aide de la methode telle que defmie ci-dessus, les facteurs antago- 
10 nistes des agents d'activation des HLA-G, identifies par les Inventeurs [interleukine- 
10, glucocorticoide, interferons, action du stress (radiations, choc thermique, metaux 
lourds, stress oxydatif)], les acides nucleiques anti-sens et les inhibiteurs hormonaux 
de la transcription et/ou de 1* expression desdites HLA-G. 

La presente invention a en outre pour objet des produits contenant 
15 des anti corps anti-HLA-G et des facteurs de regulation de T expression des HLA-G, 
comme produits de combinaison pour une utilisation simultanee, separee ou etalee 
dans le temps, dans le traitement des tumeurs solides exprimant au moins une iso- 
forme d'HLA-G. 

Lesdits facteurs de regulation sont tels que ceux definis ci-dessus. 
20 Outre les dispositions qui precedent, l'invention comprend encore 

d'autres dispositions, qui ressortiront de la description qui va suivre, qui se refere a 
des exemples de mise en oeuvre de la presente invention ainsi qu'aux dessins annexes 
dans lesquels : 

- la figure 1 illustre : 

25 (A) : Tanalyse RT-PCR des ARNm des isoformes d'HLA-G dans les 

cellules de melanome. Des amorces pan-HLA-G [amorce G.257 (exon 2) et 3G.U 
(extremite 3' non-traduite)] sont utilisees pour T amplification PGR des transcrits 
HLA-G correspondants aux differentes isoformes connues d'HLA-G. L'ADNc des 
cellules de choriocarcinome JEG-3, les trophoblastes du premier trimestre (TRO) et 

30 les cellules mononucleees du sang peripherique (PBMC) sont utilises comme cellules 
controles respectivement pour les taux de transcription eleves et les taux de transcrip- 
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tion basals d'HLA-G. IgR, M8, DRAN et M74 correspondent a 1'amplification de 
l'ADNc de lignees cellulaires de melanomes. Les bandes HLA-G specifiques sont 
revelees par hybridation avec la sonde GR-specifique, localisee au niveau de l'exon 2. 
Les bandes correspondant aux transcrits HLA-G 1, G2, G3, G4 et G5 sont indiquees 
5 par des fleches. Les produits de la PCR, co-amplifies au cours de la meme reaction, 
avec les amorces de la p-actine sont detectes sur la meme membrane a Taide d'une 
sonde P-actine ; 

(B) : cette figure correspond a la detection RT-PCR des transcrits 
alternatifs dans les cellules de melanome. L'amorce 3 est specifique des isoformes 

10 HLA-G2 et HLA-G2 soluble (G6) qui ne possedent pas l'exon 3. L'amorce 3.4 permet 
de distinguer les transcrits ARNm HLA-G3. Les amorces G.526 et I4b amplifient de 
maniere specifique le transcrit HLA-G5, qui correspond a la forme soluble. Les pro- 
duits de la PCR, co-amplifies dans la meme reaction avec les amorces de la p-actine, 
sont detectes sur la meme membrane par une sonde specifique de la P-actine ; 

15 (C) : cette figure correspond a 1'analyse RT-PCR de l'ARNm HLA- 

G dans des cellules de melanome. Des amorces pan-HLA-G [amorce G.257 (exon 2) 
et 3G.U (extremite 3' non-traduite)] sont utilisees pour 1' amplification PCR des 
transcrits HLA-G correspondants aux differentes isoformes connues d'HLA-G. 
L'ADNc des cellules de choriocarcinome JEG-3, sont utilises comme cellules 

20 controles pour les taux de transcription eleves. IgR, M8 et DRAN correspondent a 
T amplification de l'ADNc de lignees cellulaires de melanome. Les bandes HLA-G 
specifiques sont revelees par hybridation avec la sonde GR-specifique, localisee au 
niveau de l'exon 2. Les bandes correspondant aux transcrits HLA-G1, G2, G3, G4 et 
G5 sont indiquees par des fleches. Les produits de la PCR, co-amplifies au cours de la 

25 meme reaction, avec les amorces de la P-actine sont detectes sur la meme membrane a 
Faide d'une sonde p-actine. 

- la figure 2 illustre Tanalyse RT-PCR des ARNm des isoformes 
d'HLA-G dans les biopsies de metastases de melanome (analyse in vivo et ex vivo de 
la peau). Les amorces pan-HLA-G G.257 et 3G.U sont utilisees pour V amplification 

30 RT-PCR des transcrits HLA-G, a partir de metastases de peau ex vivo (MEL) et a 
partir de biopsies de peau saine, du meme patient (HS) ; des cellules JEG-3 et des 
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trophoblastes du premier trimestre sont utilises comme controles (taux eleve de trans- 
cription HLA-G). Les bandes specifiques HLA-G sont revelees par hybridation avec 
une sonde GR-specifique, localisee dans 1'exon 2. Les bandes correspondant aux 
transcrits HLA-G1, G2, G3, G4 et G5 sont indiquees par des fieches. 

- la figure 3 illustre la detection des proteines HLA-G 1 dans les 
cellules JEG-3 mais pas dans les cellules de melanomes IGR et M8 a Taide de 
1' anticorps monoclonal W6/32 : les proteines de surface biotinylees de melanome et 
les cellules JEG-3 sont immunoprecipitees avec 1' anticorps monoclonal W6/32 ; les 
immunoprecipites sont separes par SDS-PAGE a 12 % et transferes sur membrane de 
cellulose. Les molecules de surface de classe I sont detectees avec de la peroxydase 
conjuguee a de la streptavidine. 

- la figure 4 illustre Pimmunoprecipitation des isoformes HLA-G 
des cellules de melanomes IGR par un anticorps monoclonal dirige contre la chaine 
lourde d' HLA-G libre et par les anticorps monoclonaux 4H84 et HCA2. Les cellules 
sont marquees pendant 30 min, immunoprecipitees avec les anticorps specifiques et 
les immunoprecipites sont analyses par SDS-PAGE a 10 %. L'anticorps 4H84, qui 
reagit avec la chaine lourde HLA-G (bande de 39 kDa dans les cellules JEG-3), 
presente des reactions croisees avec les chaines lourdes d'HLA-A, B et/ou C (bande 
de 45 kDa dans toutes les cellules testees). 

- la figure 5 illustre : 

(A) : l'effet de 1' expression HLA-G dans le melanome IGR sur la 
sensibilite a la lyse par le clone YT2C2-PR. Les cellules K562 transferees, soit avec 
le vecteur seul, soit avec le vecteur HLA-G 1 contenant FADNc ou le vecteur HLA-G2 
et les lignees M8 5 M74 et IGR, DRAN sont utilisees comme cellules cibles (T). Le 
clone YT2C2-PR est utilise comme cellule effectrice (E) dans un rapport cellule 
effectrice/cellule cible (E/T) de 50/1. Les resultats sont exprimes comme le pourcen- 
tage de lyse enregistre en 4 h dans un test de liberation du chrome 5 1 . La liberation 
spontanee n'excede jamais 10 % de la liberation maximale. Cette experience est reali- 
see au moins 5 fois et produit a chaque fois les memes resultats ; 

(B) : T inhibition de la lyse induite par le clone YT2C2-PR est due a 
un signal « off » transrnis par les cellules IGR et DRAN. La lignee M8 est utilisee 
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comme cellule cible (T), marquees au chrome. Le clone YT2C2-PR est utilise comme 
cellule effectrice (E) dans un rapport E/T de 50: 1 . Les cellules IGR et DRAN sont 
ajoutees en tant que cellules inhibitrices dans un rapport cellule inhibitrice/cellule 
cible de 1 00, 50 et 25: 1 . 0 indique qu'aucune cellule IGR n'a ete ajoutee dans le test ; 

5 (C) : Tinhibition de la lyse induite par des cellules de melanome 

HLA-G positives (cellules cibles T). Cette figure illustre plus particulierement l'effet 
de 1' expression HLA-G par des cellules de melanome IGR et DRAN sur la sensibilite 
a la lyse par le clone YT2C2-PR. Plusieurs lignees cellulaires B-EBV HLA-G nega- 
tives [HOM (A3, B27, Cwl), BM (A29, B61, Cw2), SPO (A3, B7, Cw7), SWE (A2, 

10 B44, Cw5)] sont lysees par le clone YT2C2-PR. Ce clone est utilise comme cellule 
effectrice (E) dans un rapport E/T de 50/1. Les resultats sont exprimes comme le pour- 
centage de lyse enregistre en 4 h dans un test de liberation du chrome 5 1 . La liberation 
spontanee n'excede jamais 10 % de la liberation maximale ; 

(D) et (E) : ces figures montrent que les cellules tumorales HLA-G 

15 negatives M8 transferees par les ADNc codant pour les molecules Gl, G2, G3, G4 
inhibent la lyse NK (figure 5E) et les reponses T cytotoxiques (figure 5D). La figure 
5D comprend en abscisse les rapports cellules effectrices (E) (lignees HLA-A2 
restreintes specifiques d ? un peptide de la grippe)/cellules cibles (T) (lignees M8 
transferees) et en ordonnee le pourcentage de lyse specifique. Le Tableau ci-apres 

20 correspond aux valeurs obtenues sur cette figure. 



Rapport E/T 


M8-RSV 


Gl 


G2 


G3 


G4 


Genomique 


15/1 


55 % 


8% 


39% 


12% 


17% 


30% 


7/1 


52% 


6% 


42 % 


10% 


14% 


25% 


3/1 


29% 


2% 


30% 


6% 


12% 


23% 



La figure 5E comprend en abscisse les rapports cellules effectrices 



(E) (clone YT2C2-PR)/cellules cibles (T) (lignees M8 transferees) et en ordonnee le 
pourcentage de lyse specifique. 
25 - la figure 6 illustre la detection de transcrits HLA-G dans des 

biopsies de melanomes humains. Les amplifications RT-PCR sont realisees en utili- 
sant les amorces G.257 et G.3U precitees, a partir de biopsies de peau saine (HS) et de 
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ganglions lymphatiques sains (HLN) d'une part et de biopsies de metastases de 
ganglions lymphatiques (LNM1 et LNM2). Les cellules de choriocarcinome JEG-3 
sont utilisees comme cellules controles pour les taux de transcription eleves. Des 
bandes HLA-G specifiques sont revelees par hybridation avec la sonde GR-specifique, 
5 localisee au niveau de l'exon 2. Les bandes correspondant aux transcrits HLA-G 1, G2, 
G3, G4 et G5 sont indiquees par des fleches. Les produits de la PCR coamplifies au 
cours de la meme reaction avec les amorces de la P-actine sont detectes sur la meme 
membrane, a Taide d'une sonde P-actine. 

- la figure 7 illustre F analyse RT-PCR des transcrits HLA-G dans les 
10 biopsies de tumeurs primitives de melanomes et dans les cultures de cellules primaires 

MPP5 derivees (analyse ex vivo). Les amorces pan-HLA-G precitees sont utilisees 
pour T amplification a partir de biopsies de peau saine (HS1), de tumeurs primaires de 
peau (SPT1) et de tumeurs en regression (Rl) obtenues a partir du meme patient et a 
partir de cellules primaires derivees obtenues a partir d'un tissu tumoral de peau 

15 (MPP5). Les cellules MPP5 et la biopsie SPT1 presentent des taux de transcrits HLA- 
G similaires. Des cellules JEG-3 sont utilisees comme controles de taux eleves de 
transcription HLA-G. Les bandes specifiques HLA-G sont revelees par hybridation 
avec une sonde GR-specifique, localisee dans Fexon 2. Les bandes correspondant aux 
transcrits HLA-G 1, G2, G3, G4 et G5 sont indiquees par des fleches. Les produits de 

20 la PCR coamplifies dans la meme reaction avec les amorces de la P-actine sont 
detectes sur la meme membrane par une sonde specifique de la P-actine. 

- la figure 8 illustre : 

(A) la detection specifique des transcrits HLA-G5 par RT-PCR dans 
des biopsies de melanomes. L' amplification du transcrit HLA-G5 a partir de ganglions 

25 lymphatiques sains (HLN), d'une tumeur primaire de peau (SPT1) et de deux biopsies 
de metastases de ganglions lymphatiques (LNM1 et LNM2) est realisee a Faide des 
amorces G.526 et G.i4b. La bande correspondant au transcrit HLA-G5 est detectee par 
hybridation avec une sonde I4F, localisee dans Tintron 4 ; des cellules JEG-3 sont 
utilisees comme controles (taux eleves de transcription HLA-G5). La bande corres- 

30 pondant au transcrit HLA-G5 est indiquee par des fleches. Les produits de la PCR 



WO 99/421 28 PCT/FR99/00386 

15 

coamplifies dans la meme reaction avec les amorces de la p-actine sont detectes sur la 
meme membrane par une sonde specifique de la p-actine ; 

(B) 1'analyse immunohistochimique de P expression HLA-G soluble 
dans la biopsie LNM1. Des sections de la biopsie LNM1 congelees et fixees sur de 
T acetone sont colorees positivement avec l'anticorps anti-melanome HMB45 (DAKO) 
et l'anticorps anti-HLA-G soluble 16G1, tandis que le controle negatif ne se colore pas 
en utilisant le systeme peroxydase anti-souris Envision (DAKO) et PAEC comme 
substrat. 

II doit etre bien entendu, toutefois, que ces exemples sont donnes 
uniquement a titre d' illustration de Fobjet de r invention, dont ils ne constituent en 
aucune maniere une limitation. 

EXEMPLE 1 : Analyse des profils HLA-G de differentes lignees tumorales et 
etude de 1'inhibition de la lyse par les celiules NK. 

A/ MATERIEL ET METHODES 

1/ Lignees cellulaires 

La lignee cellulaire erythroleucemique humaine K562 (ATCC) et la 
lignee cellulaire leucemique T immature (clone YT2C2-PR) a activite NK) sont 
maintenues dans un milieu RPMI 1 640 complement^ avec du serum de veau foetal a 
1 0%, inactive par la chaleur, de la L-glutamine 2mM, de la gentamicine a 1 fig/ml et 
de la fungizone (Sigma, Saint-Quentin, France) et cultivees a 37°C dans un incuba- 
teur, humidifie a atmosphere enrichie a 5% en C0 2 . Les transfectants K562 sont se- 
lectionnes dans un milieu contenant de la geneticine a 1 mg/ml (G418 sulfate, Sigma). 

La lignee cellulaire humaine de choriocarcinome HLA-G-positive 
denommee JEG-3 (ATCC) est cultivee dans un milieu DMEM (Sigma) supplement^ 
avec du serum de veau foetal a 10%, inactive a la chaleur, des antibiotiques et de la L- 
glutamine 2mM. Les lignees cellulaires ne contiennent pas de mycoplasmes. 

Outre les lignees precitees, on utilise : 

- des lignees de melanome IGR (HLA-A2, A3, B58/male), M74 
(HLA-A1, A2, B8, B 1 4/femelle), M8 (HLA-A1, A2, B12 et B40/male) et DRAN 
(HLA-A2, A3, B7, B35, CW5, CW7), 



10 



WO 99/42128 PCT/FR99/00386 

16 

- des tissus trophoblastiques du premier trimestre, obtenus apres 
IVG ; ces tissus sont decoupes en fines lamelles et immediatement utilises pour 
extraire l'ARN, et 

- des cellules mononucleees du sang peripheriques (PBMC), obte- 
nues a partir de volontaires sains et isolees sur un gradient de densite Ficoll-Hypaque 
1077. 

II Anticorps monoclonaux 

Les anticorps suivants sont utilises : 

W6/32 : IgG2a, anti-chaines a de HLA de classe I associees a la p2- 
m (Sigma) ; HCA2 : IgG anti-HLA-A et G et IgG anti-HLA-G, 87G, 4H84 et 16G1. 
3/ RT-PCR 

L'ARN total est extrait a partir de 10 7 cellules a l'aide du reactif 
RNA NOW (Biogentex, Inc.) conformement aux recommandations du fabricant. La 
qualite de l'ARN est verifiee par electrophorese sur gel d'agarose a 1,5% denaturant. 
15 Les ADNc sont prepares a partir de 10 ug d'ARN total traites avec de la DNAse I 
(Boerhinger Mannheim) en utilisant une amorce oligo-(dT) 12 _ I8 et la transcriptase 
inverse M-MLV (GIBCO-BRL). Les amplifications RT-PCR HLA-G specifiques sont 
realisees en utilisant les amorces suivantes : G.257 (exon 2) et G3.U (3'UT) (Ishitani 
A. et al., Proc. Natl. Acad. Sci., 1992, 89, 3947-3951 ; Kirszenbaum M. et al., Proc. 
Natl. Acad. Sci., 1994, 91, 4209-4213 et Moreau P. et al., C.R. Acad. Sci, 1995, 318, 
837-842), pour detecter toutes les isoformes d'ARNm d'HLA-G. Une amplification 
specifique de chaque forme d'ARNm d'HLA-G est realisee avec les ensembles 
d' amorces suivants : 

- G.526 (exon 3) et G3.U (3' UT) pour les isoformes Gl, G4 et G5 ; 

- G.526 (exon 3) et G.i4b (intron 4) pour 1'isoforme G5 ; 

- G.-3 (recouvrant partiellement les exons 2 et 4) et G3.U (3' UT) 
pour les isoformes G2 et G6 ; 

- G.3-4 (recouvrant partiellement les exons 2 et 5) et G3.U (3' UT) 
pour 1'isoforme G3. 

Les ADNc des HLA classiques de classe I sont amplifies comme 
decrit dans King et al. (J. Immunol, 1996, 156, 2068-2076), en utilisant une amorce 5' 
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unique HLA-5P2 et 3 amorces 3\ HLA-3pA, HLA-3pB et HLA-3pC qui amplifient 
respectivement les ARNm HLA-A, HLA-B et HLA-C. 

Les amorces specifiques DRA sont decrites dans King et al. precite. 

Une co-amplification de FADNc de (3-actine est realisee dans 
5 chaque experience avec le test Clontech (16 cycles), de maniere a evaluer les quantites 
comparatives d'ARN dans les echantillons. Les produits PCR sont analyses par elec- 
trophorese sur gel d'agarose a 1% et colores a Taide de bromure d'ethidium. La speci- 
ficite des produits PCR est confirmee par blotting alcalin des fragments dans du 
NaOH 0,4 N sur des membranes de Nylon (Hybond N+, Amersham, France). 
1 o Les sondes HL A-G specifiques sont les suivantes : 

- GR specifique de 1'exon 2, 

- G.647 F (S'-CCACCACCCTGTCTTTGACT : specifique de 

Texon 4), 

- G.I4 F (GAGGCATCATGTCTGTTAGG : specifique de 1'intron 

15 4), et 

- G.927 F (5'-ATCATGGGTATCGTTGCTGG : specifique de 

Texon 5). 

Les autres sondes sont les suivantes : 

- sonde specifique HLA-A (5'GGAGGACCAGACCCAGGACAC- 

20 G), 

- sonde specifique HLA-B (5 ' AGCTCCG ATG ACC AC AACTGC) 

- sonde specifique HLA-C (5'TGTCCTAGCTGCCTAGGAG) et 

- sonde specifique HLA-DRA (TGTGATCATCCAGGCCGAG). 
Les filtres sont exposes sur des films Kodak (Biomax) avec des 

25 ecrans amplificateurs pendant 4 a 16 heures a -80°C. 

4/ Immuiioprecipitatioiii des proteines biotinylees de surface et 

Western blot. 

Les proteines de surface sont marquees avec de la biotine. Apres 
lavage dans du PBS, 1,5.10 7 cellules sont incubes dans 1 ml de PBS froid contenant 
30 5 ml de NHS-SS-biotine (Pierce, Rockford, IL) pendant 15 min a 4°C. Les groupes 
actifs residuels sont inhibes dans 50 mM de NH 4 C1 pendant 10 min a 4°C. Les cellules 
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sont lysees dans 1 % de Triton X100/PBS. Les proteines precipitees avec P anticorps 
W6/32 sont separees sur SDS-PAGE a 12 %, transferees sur membrane de nitrocellu- 
lose et mises en presence d'un conjugue peroxydase de raifort-streptavidine. Apres un 
lavage extensif de la membrane, la reaction coloree est realisee en utilisant le reactif 
de detection de Western blotting ECL (Amersham, France), apres quoi la membrane 
est exposee a un film Kodak a temperature ambiante. 
5/ Essais de cytotoxicity 

L'activite cytolytique des cellules mononucleees du sang peripheri- 
que, des cellules NK et des cellules YT2C2-PR (cellules effectrices ou E) a rencontre 
des transfectants HLA-G (cellules cibles ou T) est estimee a l'aide de tests de libera- 
tion pendant 4 heures du chrome 51, dans lesquels les cellules effectrices sont melan- 
gees avec 5.10 3 de cellules cibles marquees au chrome 51 (100 p.Ci de 51 Cr-chromate 
de sodium, Amersham, UK), dans differents rapports E/T, dans des plaques de micro- 
titration dont le fond est en forme de U. 

Apres 4 heures a 37°C dans un incubateur humidifie contenant 5% 
de C0 2 , 100 yd de sumageant sont preleves pour un comptage par scintillation en 
phase liquide (Wallac 1450 Microbeta, Pharmacia, France). Le pourcentage de lyse 
specifique est calcule comme suit : 

pourcentage de lyse specifique = [cpm dans le puits experimental - cpm de liberation 
spontanee)/(cpm de liberation maximale - cpm de liberation spontanee)] x 1 00. 

La liberation spontanee est determinee par incubation des cellules 
cibles (T) marquees avec le milieu. La liberation maximale est determinee par solubi- 
lisation des cellules cibles dans de FHC1 0,1 M Dans toutes les experiences, la libera- 
tion spontanee est inferieure a 10% par rapport a la liberation maximale. Les resultats 
sont presentes comme des moyennes de trois echantillons. Dans les experiences dans 
lesquelles les anti corps monoclonaux sont utilises pour bloquer 1' interaction HLA-G- 
NK, les cellules cibles sont incubees avec Tanticorps monoclonal correspondant, puis 
lavees et incubees avec un anticorps F(ab 5 ) 2 de chevre anti-souris (Jackson Immuno- 
research, USA) pour eviter la cytotoxicity cellulaire dependante des anticorps (ADCC) 
par interaction des recepteurs pour le fragment Fc des immunoglobulines, exprimes 
sur les cellules NK avec le premier anticorps utilise. Les toxicites des anticorps 
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monoclonaux sont egalement verifiees dans chaque essai et sont toujours inferieures a 
3%. 

II - Resultats 

1/ Identification des differents transcrits d'HLA-G dans des 
5 lignees cellulaires de melanome. 

Les ADNc d'HLA-G de 4 lignees cellulaires de melanome (IGR, 
M8, M74 et DRAN) sont amplifies, a Taide des amorces precedemment decrites (A. 
Ishitani et al., Proc. Natl Acad. Sci. USA, 1992, 89, 3947-3951 ; M. Kirszenbaum et 
aL, Proc. Natl Acad. Sci. USA, 1994, 91, 4209-4213), derivees des sequences speci- 
10 fiques de l'exon 2 et de la region 3' non traduite (voir Materiel et Methodes) (figure 

1). 

La lignee JEG-3 de choriocarcinome et des cellules trophoblastiques, 
qui presentent des taux eleves de transcrits d'HLA-G, sont utilisees comme temoins 
positifs et les cellules mononucleees du sang peripherique (PBMC) de volontaires 
15 sains sont utilises comme controle negatifs (taux faibles de transcrits HLA-G). 

L'hybridation des produits de la PCR ont permis d'identifier des 
taux importants d'ARNm d'HLA-G dans 2 lignees cellulaires de melanome, a savoir 
IGR et M74, tandis qu'aucun signal ne peut etre detecte dans la lignee cellulaire de 
melanome M8. 

20 Dans les cellules JEG-3 et les trophoblastes, tous les transcrits 

d'HLA-G sont detectes (figures 1A et 1C). 

Dans les cellules de melanome IGR et DRAN, tous les transcrits 
sont egalement detectes par les amorces pan-HLA-G (figure 1 A). 

Cependant, les amorces pan-HLA-G ne permettent pas de distinguer 

25 entre les signaux HLA-G 1 et HLA-G5, qui sont presents tous les deux, au niveau 
d'une bande correspondant a 1 000 pb, ni entre les signaux HLA-G2 et HLA-G 1, qui 
comigrent sous la forme d'un fragment de 600 pb. Une identification RT-PCR permet 
d'isoler les isoformes a l'aide d'amorces specifiques (P. Moreau et al., C. R. Acad. 
Sci., 1995, 318, 837-842) (voir Materiel et Methodes). 
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Les cellules IGR et DRAN expriment toutes les isoformes d'HLA-G 
sous forme de transcrits, HLA-G4 et HLA-G5 etant exprimes a des taux faibles (figure 
IB). 

Dans la lignee cellulaire de melanome M74, les amorces pan-HLA- 
G detectent des bandes correspondant a HLA-G1 et HLA-G5 (1 000 pb) (signaux 
intenses), un signal pour HLA-G2 et G4 (600 pb), mais aucun signal pour HLA-G3 
(300 pb) (figure 1 A). Les amorces pour les isoformes specifiques revelent que dans 
ces cellules les isoformes Gl et G4 sont plus abondantes que dans les PBMC tandis 
que le taux de transcrit G5 est comparable a celui observe dans les PBMC. 

Des taux faibles d'ARNm HLA-G2 et HLA-G6 (forme soluble 
d'HLA-G2) sont detectes dans ces cellules M74, tandis qu'une amplification speci- 
fique du transcrit HLA-G3 confirme 1'absence d'HLA-G3 observee avec les amorces 
pan-HLA-G dans ces cellules (figures 1 A et IB). 

Aucun signal d'hybridation HLA-G n'est observe dans les cellules 
M8 (figures 1 A et IB). 

2/ Analyse des proteine s HLA-G dans les cellules de melanome . 

Pour determiner si les transcrits d'HLA-G detectes dans les melano- 
mes sont traduits en proteines HLA-G, des etudes d'immunoprecipitation ont ete 
effecruees avec differents anticorps monoclonaux anti-HLA de classe I. 

La comparaison est realisee en presence d'un controle positif (cellule 
JEG-3) et d'un controle negatif (cellules de melanome M8). 

Les resultats d'immunoprecipitation avec 1'anticorps monoclonal 
W6/32 sont illustres a la figure 3. 

Avec les cellules JEG-3, 1'anticorps W6/32 immunoprecipite deux 
proteines de 45 kDa (molecule HLA-C) et de 39 kDa (isoforme HLA-G 1 liee a la 
membrane). 

Dans les cellules IGR et M8, seulement une proteine de 45 kDa est 

detectee. 

Des resultats similaires sont obtenus par immunoprecipitation de 
proteines de surface biotinylees (figure 3). 
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Ces donnees montrent que la proteine HLA-G1 n'est pas exprimee 
dans les cellules IGR, meme si ces dernieres expriment FARNm correspondant. 

Cependant, F absence de proteine HLA-G1 dans les cellules IGR 
n'exclut pas F expression de 3 autres isoformes d'HLA-G (HLA-G2, G3 et G4). 
5 Ces proteines ne peuvent pas etre revelees par Fanticorps monoclo- 

nal W6/32, en raison de leur incapacite a s'associer avec la p2m. 

Pour mettre en evidence ces proteines, Fimmunoprecipitation de 
proteines marquees a la methionine ( 35 S-methionine) est realisee en utilisant des anti- 
corps monoclonaux qui reconnaissent FHLA-G libre, FHLA-G denaturee et FHLA-A 
10 (anticorps HCA2) et un epitope localise au niveau du domaine ccl present dans toutes 
les isoformes de la proteine HLA-G (anticorps monoclonal Ig anti HLA-G). 

L* anticorps monoclonal revel e la presence de la proteine HLA-G 1 
de 39 kDa dans les cellules JEG-3 et DRAN et son absence dans les cellules IGR 
(figure 4). 

15 Des bandes additionnelles, qui migrent a 32-34 kDa et a 18 kDa, qui 

correspondent respectivement a la taille de la proteine HLA-G2 et/ou de la proteine 
HLA-G4 ou G3, sont detectees dans les cellules IGR aussi bien avec Fanticorps 
monoclonal Ig anti HLA-G qu'avec Fanticorps HCA2 (figure 4). 

Les bandes additionnelles, specifiques de la proteine HLA-G, ne 
20 sont pas observees dans les cellules M74 et M8 qui ne presentent pas les transcrits 
d'HLA-G correspondants (figure 4). 

3/ Protection de la lignee IGR de la cvtolvse indui te par les cellu- 
les NK . 

Les cellules YT2C2-PR sont utilisees comme cellules effectrices 

25 NK. 

La lignee cellulaire IGR, qui exprime les isoformes HLA-G2 et/ou 
G4 et G3 et la lignee DRAN, qui exprime HLA-G 1 (figure 5), abolissent la lyse 
induite par le clone YT2C2-PR. 

La lignee cellulaire de melanome M74, qui exprime les antigenes 
30 classiques du CMH de classe I mais qui presente un defaut selectif dans la transcrip- 
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tion et 1' expression des isoformes HLA-G2 et HLA-G3 est lysee par le clone YT2C2- 
PR. 

Une lyse est egalement observee avec la lignee cellulaire M8, qui 
exprime les antigenes classiques du CMH de classe I, mais qui ne transcrit aucun 
5 ARNm d'HLA-G (figures 1 et 5). 

Pour montrer que seules les HLA-G sont impliquees dans cette inhi- 
bition de la lyse induite par les cellules NK, plusieurs lignees cellulaires EBV-B 
n'exprimant aucune HLA-G mais partageant au moins une allele HLA-A, B ou C avec 
la lignee IGR sont utilisees comme cellules cibles. 
10 Toutes ces lignees EBV-B sont lysees par le clone YT2C2-PR, 

montrant que les antigenes HLA-A, B et C ne sont pas impliques dans la protection 
des melanomes IGR et DRAN, de la lyse YT2C2-PR (figure 5). 

Pour montrer que Finhibition de la lyse, induite par le clone YT2C2- 
PR par les cellules IGR, n'est pas due a un signal transmis par cette lignee cellulaire 
15 mais est bien liee a une resistance intrinseque de ces cellules IGR aux cellules NK, les 
cellules IGR ont ete utilisees comme inhibiteurs, dans un test de cytotoxicity dans 
lequel les cellules cibles (T) sont des cellules M8 et les cellules YT2C2-PR, les 
cellules effectrices (E). 

La figure 5 B montre que les cellules IGR inhibent de maniere effi- 
20 cace la lyse des cellules M8 par le clone YT2C2-PR ; cette inhibition est proportion- 
nelle au nombre de cellules IGR utilise pour le test competitif. 

EXEMPLE 2 : Detection des transcrits et des proteines HLA-G dans des biopsies 
de melanomes. 

A/ MATERIEL ET METHODES 
25 1/ Echantillons tumoraux 

Des biopsies sont effectuees a partir d'echantillons tissulaires de 

patients. 

Immediatement apres le prelevement, les echantillons sont congeles 
dans l'azote liquide et stockes jusqu'a l'extraction de l'ARN. 
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21 Iimmunohistochimie. 

Des methodes standards sont utilisees pour realiser 
rimmunohistochimie sur des coupes realisees a partir des biopsies de melanome, 
fixees a 1' acetone, rincees dans du PBS et bloquees dans du serum de lapin normal 
5 (DAKO) dans du PBS. 

Les echantillons sont incubes avec 1' anticorps primaire pendant 1 h a 
temperature ambiante, puis sont incubes avec un anticorps secondaire (Ig de lapin anti- 
souris conjuge avec du FITC) (DAKO). 

Les sections sont contre-colorees avec un colorant nucleaire (DAPI, 
10 Sigma) et preparees dans un milieu convenable. La fluorescence est analysee avec un 
microscope confocal Io24 MRC (Bio-Rad). Les anticorps suivants sont utilises : 
W6/32 : IgG2a anti-chaines lourdes d'HLA-G de classe I associees a de la [32-micro- 
globuline (Sigma) et 87G : IgG2b anti-HLA-G qui detecte l'isoforme HLA-G1. 

Les autres techniques sont identiques a celles de l'exemple 1. 
15 B/RESULTATS 

1/ Analyse de la transcription HLA-G dans des biopsies de 
melanome ex-vivo . 

Tous les transcrits d'HLA-G sont detectes a des taux importants 
dans certaines biopsies de melanome, alors que seule la bande de 1 000 pb est detectee 
20 dans la peau humaine saine (figures 2 et 6). Ces resultats ont ete confirmes sur 
d' autres biopsies et montrent que les taux importants de transcription observes dans 
les cellules de melanome, sont specifiques de ces demiers et non observable dans le 
tissu sain. 

De maniere plus precise,, des taux eleves de transcription HLA-G 
25 sont detectes de maniere specifique dans des tumeurs primaires et dans des metastases, 
alors que des taux basaux de transcrits HLA-G et une absence depression de 
proteine HLA-G sont observes dans la peau saine ou dans des ganglions lymphatiques 
normaux (figure 6A). 

L'analyse de la peau saine (HS1), des tumeurs primaires de peau 
30 (SP1) et d'un site de regression tumorale (Rl) dans une tumeur primaire de peau d'un 
meme patient permet la detection d'un taux eleve de transcrits HLA-G et d'expression 
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de proteines au niveau du site tumoral primaire, tandis qu'aussi bien la peau saine que 
le site de regression tumorale presentent des taux basaux de transcrits HLA-G et 
l'absence complete de F expression de proteines HLA-G1 (figure 7). 

Les cellules primaires en culture (MPP5) derivees de la tumeur 
5 primaire SP1 presentent egalement des taux eleves de transcrits HLA-G (figure 7). 

2/ Analyse de la transcription HLA-G soluble dans des biopsies 
de melanome ex-vivo 

Une amplification specifique des transcrits (ARNm) correspondant a 
Tisoforme soluble HLA-G5, dans les biopsies de melanomes montrent que Ton 
10 detecte des taux eleves de transcrits HLA-G5 dans certaines biopsies de melanomes 
dont on a montre qu'elles presentent des taux eleves de transcrits correspondant aux 
isoformes membranaires d'HLA-G (figure 8). 

Par ailleurs, dans d'autres cas, on observe une dissociation entre les 
taux d'HLA-G5 et les taux des autres transcrits HLA-G : dans des biopsies de mela- 
15 nomes dans lesquelles on a prealablement observe des taux eleves d'HLA-Gl, G2, G3 
et G4, on n' observe pas de transcrits HLA-G5. 

La tumeur primaire de peau SP1 et les cellules en culture correspon- 
dantes MPP5 ainsi que les metastases de ganglions lymphatiques LNM2 presentent 
des taux eleves de transcrits HLA-G correspondant a des isoformes d'HLA-G liees a 
20 la membrane (figure 8), alors qu'on ne detecte pas de transcrits HLA-G5 dans le 
meme echantillon. 

3/ Analyse des proteines membranaires et solubles dans des biopsies 

de melanomes 

Des taux eleves de transcrits HLA-G sont correles a la detection 
25 specifique de 1' expression de proteine HLA-G par un anticorps monoclonal anti-HLA- 
G (anticorps 87G) dans des biopsies de melanomes. En effet, l'analyse immunohisto- 
chimique de Texpression HLA-G dans une biopsie de ganglions lymphatiques meta- 
stasiques (LNM2) permet d'observer un marquage positif de LNM2 aussi bien avec 
Tanticorps 87G qu'avec Fanticorps W6/32, alors que le controle negatif constitue par 
30 la peau saine du meme patient n'est pas colore par Fanticorps anti-HLA-G. 
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Afin d'affiner cette etude, un anticorps qui detecte specifiquement la 
proteine HLA-G soluble, 1'anticorps 16G1 (Lee et aL, Immunity, 1995, 3, 591-600), 
permet de dernontrer l'expression de la proteine HLA-G soluble dans la biopsie de 
ganglions lymphatiques d'un patient presentant des taux eleves de transcrits HLA-G5 
(figure 8). 

L' analyse immunohistochimique permet le marquage de cette biop- 
sie tandis que Ton n' observe aucune expression detectable en utilisant le meme anti- 
corps dans une biopsie de melanomes d'un patient presentant des taux eleves des 
autres isoformes d' HLA-G. 

En effet, 1'analyse immunohistochimique de l'expression d'HLA-G 
soluble dans la biopsie LNM2, montre que des sections de biopsies LNM2 fixees a 
l'acetone sont colorees positivement avec 1'anticorps anti-melanome HMB45 (DAKO, 
Glostrup, ; SKELTON et aL, Am. J. Dermatopathol., 1991, 13, 543-550) et 1'anticorps 
anti-HLA-G soluble 16G1, tandis que le controle negatif n'est pas colore. 

Ainsi que cela ressort de ce qui precede, 1' invention ne se limite 
nullement a ceux de ses modes de mise en oeuvre, de realisation et d'application qui 
viennent d'etre decrits de fa?on plus explicite ; elle en embrasse au contraire toutes les 
variantes qui peuvent venir a 1'esprit du technicien en la matiere, sans s'ecarter du 
cadre, ni de la portee, de la presente invention. 
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REVINDICATIONS 

1°) Methode d'etablissement du profil de transcription HLA-G d'une 
tumeur solide, en vue de la selection d'un traitement adapte a ladite tumeur et/ou en 
vue de la surveillance de revolution de ladite tumeur, caracterisee en ce qu'elle 
5 comprend : 

(i) le prelevement d'un echantillon tumoral ; 

(ii) l'extraction de 1' ARNm ; 

(iii) la transcription inverse (RT) dudit ARN ; 

(iv) les amplifications successives ou concomitantes des ADNc 
10 obtenus en (iii), en presence d'amorces specifiques de chaque isoforme d'HLA-G et 

l'analyse des produits d'amplification obtenus, par electrophorese et/ou hybridation 
specifique et 

(v) l'etablissement du profil de transcription HLA-G dudit echan- 
tillon. 

15 2°) Methode d'etablissement du profil d'expression HLA-G d'une 

tumeur solide, en vue de la selection d'un traitement adapte a ladite tumeur et/ou en 
vue de la surveillance de T evolution de ladite tumeur, caracterisee en ce qu'elle 
comprend : 

(i) le prelevement d'un echantillon tumoral, 
20 (ii) la preparation d'une coupe histologique a partir dudit echan- 

tillon, 

(iii) le marquage des cellules de 1' echantillon obtenu en (ii) avec des 
anticorps specifiques d'isoformes membranaires et solubles HLA-G, et 

(iv) l'etablissement du profil d'expression HLA-G dudit echantillon, 
25 par detection des cellules marquees. 

3°) Methode d'etablissement du profil d'expression HLA-G d'une 
tumeur solide, en vue de la selection d'un traitement adapte a ladite tumeur et/ou en 
vue de la surveillance de revolution de ladite tumeur, caracterisee en ce qu'elle 
comprend : 

30 (i) le prelevement d'un echantillon tumoral, 
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(ii) eventuellement le marquage des cellules dudit echantillon, 

(iii) la lyse des cellules, 

(iv) la mise en contact des cellules lysees avec differents anticorps 
diriges contre les antigenes HLA de classe I, pour former, eventuellement des 

5 complexes isoforme d'HLA-G/anticorps, et 

(v) Petablissement du profil d'expression HLA-G dudit echantillon, 
par detection des complexes formes a Petape (iv). 

4°) Methode de selection de facteurs de regulation de la transcription 
et/ou de T expression des HLA-G par des cellules tumorales, laquelle methode est 
10 caracterisee en ce qu'elle comprend : 

(i) le prelevement d'un echantillon tumoral, 

(ii) l'isolement des cellules tumorales a partir dudit echantillon, 

(iii) la mise en culture primaire des cellules tumorales obtenues en 

(ii), 

15 (iv) l'addition de la substance a tester, 

(v) la visualisation de l'effet obtenu par Petablissement du profil de 
transcription et/ou d'expression HLA-G desdites cellules apres traitement avec ladite 
substance a tester, et 

(vi) le test in vitro de Peffet du traitement sur la reponse anti- 

20 tumorale. 

5°) Vaccin anti-tumoral, apte a etre utilise dans des tumeurs solides 
exprimant au moins une isoforme d'HLA-G, caracterise en ce qu'il est selectionne 
dans le groupe constitue par des cellules tumorales autologues ou un antigene HLA- 
G5 soluble ou un fragment de celui-ci. 

25 6°) Vaccin selon la revendication 5, caracterise en ce que lorsque 

ledit vaccin est constitue de cellules tumorales de Tindividu a traiter exprimant au 
moins une isoforme d'HLA-G, lesdites cellules etant modifiees de maniere a induire a 
production d'anticorps anti-HLA-G. 

7°) Vaccin selon la revendication 5, caracterise en ce que ledit anti- 

30 gene HLA-G soluble ou un fragment de celui-ci est couple a une proteine appropriee 
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et eventuellement associe a un adjuvant tel que Fhydroxyde d'aluminium ou le 
phosphate de calcium. 

8°) Composition anti-tumorale, apte a etre utilisee dans des tumeurs 
solides exprimant au moins une isoforme d'HLA-G, caracterisee en ce qu'elle est 
essentiellement constituee d'anticorps anti-HLA-G. 

9°) Composition anti-tumorale, apte a etre utilisee dans des tumeurs 
solides exprimant au moins une isoforme d'HLA-G, caracterisee en ce qu'elle est 
essentiellement constituee par au moins un facteur de regulation de la transcription 
et/ou de Fexpression des HLA-G. 

10°) Composition selon la revendication 9, caracterisee en ce que 
ledit facteur de regulation est selectionne dans le groupe constitue par les facteurs de 
regulation obtenus a Faide de la rnethode selon la revendication 4, les facteurs antago- 
nistes des agents deactivation des HLA-G, les acides nucleiques anti-sens et les 
inhibiteurs hormonaux de la transcription et/ou de Fexpression desdites HLA-G. 

11°) Produits contenant des anticorps anti-HLA-G et des facteurs de 
regulation de Fexpression des HLA-G, comme produits de combinaison pour une uti- 
lisation simultanee, separee ou etalee dans le temps, dans le traitement des tumeurs 
solides exprimant au moins une isoforme d'HLA-G. 

12°) Modele d'etude de la transcription et/ou de Fexpression des 
HLA-G, caracterise en ce qu'il est constitue par une culture de cellules etablie a partir 
d'une biopsie de tissu tumoral. 

13°) Methode de surveillance de Fevolution d'une tumeur exprimant 
HLA-G, caracterisee en ce qu'elle comprend le dosage de la forme soluble d'HLA-G 
dans les serums de patients, en tant que facteur pronostic de la dissemination tumorale 
ou de la capacite d'une tumeur a former des metastases. 
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